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Attenuierung von Metapneuitiovirus 



Die vorliegende Erfindung betrifft einen Impfstoff gegen 
Mitglieder der Gattung Metapneumovirus oder RSV, wobei der 
Impfstoff ein attenuierter Lebendimpf stof f ist. Insbesondere 
ist der Impfstoff gegen Metapneumovirus von aviarem oder 
menschlichem Ursprung gerichtet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren fur die 
Herstellung eines Impfstoffs, der gegen Mitglieder der 
Gattung Metapneumovirus oder RSV gerichtet ist, Weiterhin 
betrifft die vorliegende Erfindung ein attenuiertes lebendes 
Virus, das der Gattung Metapneumovirus angehort. Sie betrifft 
auch eine Wirtszelle, umfassend ein solches Virus. Die 
vorliegende Erfindung ist auch auf eine spezifische DNA- oder 
cDNA- oder RNA-Sequenz wie auch einen Vektor oder ein Plasmid 
gerichtet, umfassend die DNA- , cDNA- oder RNA-Sequenz. n 

Schiiefclich betrifft die vorliegende Erfindung ein F-Protein, 
das modifiziert ist und die Verwendung des F-?roteins fur die 
Herstellung eines Impfstoffs zur Verhinderung einer Storung 
oder Krankheit, ausgelost durch Viren, die der Gattung 
Metapneumovirus angehoren oder RSV. 

Die Paramyxovirinae- und Pneumovirinae-Subf amilien der 
Paramyxoviridae-Familie beinhalten mehrere wichtige Pathogene 
fur Menschen und Tiere. Die Pneumovirinae sind taxonomisch in 
die Pneumovirus- und die Metapneumovirus -Gattung unterteilt. 
Das menschliche respiratorische syncytische Virus, die Typart 
der Pneumovirus -Gattung, die auch unten weiter beschrieben 
wird, gilt als einziger und wichtigster Ausloser von 
Erkrankungen des unteren Respirationstrakts im Babyalter und 
wahrend der friihen Kindheit weltv/eit. Andere Mitglieder der 
Gattung Pneumovirus beinhalten das bovine respiratorische 
syncytische Virus, das ovine respiratorische syncytische 
Virus und das Pneumonievirus bei Mausen. Das aviare 
Pneumovirus APV wird ebenfalls unten weiter beschrieben, und 
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war fruher als Truthahn-Rhinotracheitis-Virus (TRTV) bekannt . 
Es gilt als etiologisches Agens von oberer RTI und wurde 
fruher als einziges Mitglied der vor kurzem geschaffenen 
Gattung Metapneumovirus betrachtet. 

Die Familie der Paramyxoviridae umfaSt eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Viren, die an unterschiedlichen mehr oder 
weniger schweren Storungen oder Erkrankungen sowohl bei 
Menschen als auch bei Tieren beteiligt sind. Die 
Paramyxoviridae enthalten ein einzelnes Molekiil einer 
einzelstrangigen negativen RNA als Genom und sind alle mit 
akuter respiratorischer Erkrankung des Wirts assoziiert 
(Pringe, C.R. (1987) in Molecular Basis of Virus Disease, 
Hrsg. W.C. Russell und J.W. Almond, Society for General 
Microbiology, Bd. 40, Seiten 91-138, Cambridge University 
Press) . Von den vielen Viren dieser Familie hat das 
respiratorische syncytische Virus (RS-Virus) nach dem 
Masernvirus die signif ikanteste klinische Wirkung beim 
Menschen. Das menschliche RS-Virus ist der Hauptgrund fur 
schwere Erkrankungen des unteren Respirationstrakts bei 
Kindern, was weltweit zu jahrlichen Epidemien fiihrt (Chanock 
et al., 1991, in "Viral Infections of Humans", Seiten 
525-544, Hrsg. A.S. Evans, Plenum Press). Obv/ohl es zwischen 
den Pneumoviren, zu denen das RS-Virus gehort, und anderen 
Paramyxoviridae nur eine beschrankte Nucleotid- oder 
Aminosauresequenz-Homologie gibt, gibt es gewisse wichtige 
Strukturmerkmale, wie das Hauptnucleoprotein (N) und das 
F-Protein (F) , die in Proteinen- mit ahnlichen Funktionen iri 
einem breiten Bereich von Viren konserviert sind (Barr et 
al., 1991, J. of Gen. Virol. 72, 677-685; Chambers et al . , 
1990, J. of Gen. Virol. 71, 3075-3080). Bei den 
Paramyxoviridae werden verschiedene RNA-Syntheseverf ahren 
durch den Helionucleocapsidkomplex durchgefuhrt , der durch 
eine Assoziation der genomischen RNA, das Nucleoprotein, ein 
Phosphoprotein (P) und das Polymerase- (L) -Protein gebildet 
wird. Die Funktion des Nucleoproteinkomplexes hangt von der 
Gegenwart aller drei Proteine, die in Wechselwirkung 
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miteinander sowie der genomischen RNA und moglicherweise mit 
anderen Virus- und/oder Zellbestandteilen treten, ab (Barik, 
1992, J. of Virol. 66, 6813-6818). Die Reifung des Virions 
hangt von einer Reihe yon* Wechselwirkungen zwischen dem 
Ribonucleoproteinkomplex, dem Matrix- (M)- -Protein und den 
Virusglycoproteinen ab, die in die modifizierte Zellmembran 
eingebettet sind. Bei Pneumoviren, wie RS, sind zwei weitere 
Proteine, namlich ein membranassoziiertes kleines hydrophobes 
(SH) -Protein und ein zweites Matrixprotein (M2) ebenfalls an 
der Virionstruktur und vermutlich dem Zusammenbau beteiligt, 
jedoch in noch kaum verstandener Weise. Die Funktion der 
Pneumovirusproteine, die als NS1 und NS2 bezeichnet werden, 
1st nicht bekannt und sie scheinen nicht einen Teil des 
Viruspartikels zu bilden (Collins, 1991, in The 
Paramyxoviruses, Seiten 103-162, Hrsg. D.W. Kingsbury, Plenum 
Press) . 

Ein weiteres okonomisch wichtiges Virus, das zur Familie der 
Paramyxoviridae gehort, ist das APV-Virus, das fruher als 
TRT-Virus bezeichnet wurde . Das APV-Virus ist ein Mitglied 
der Gattung Metapneumovirus . Es lost die Truthahn- 
Rhinotracheitis aus, wobei es sich urn eine akute 
respiratorische Erkrankung bei Truthahnen handelt. Es wurde 
erstmalig Ende der siebziger Jahre in Sudafrika und spater in 
Europa und anderen Teilen der Welt beschrieben. Die Krankheit 
ist eine der Hauptgrunde fur okonomische Verluste in der 
Truthahnindustrie in den letzten Jahren.. In Europa werden im 
allgemeinen die SerotypenA und B von APV gefunden, wahrend 
in den USA ahnliche Infektionen in Colorado nachgewiesen 
wurden. Der daraus isolierte APV-Stamm ist der sogenannte 
Colorado- oder C-Stamm. Ein anderer APV-Stamm wurde aus Snten 
in Frankreich isoliert. Abgesehen von den Typen A, B und C 
gibt es vermutlich weitere non-A, non-B-Arten von APV. Dadurch 
ist APV ein aviares Mitglied der Gattung Metapneumovirus, das 
erstmalig aus Vogeln isoliert wurde. Die aviaren 
Metapneumoviren sind vermutlich auch an dem "swollen head 
syndrome" beteiligt, das zu massiven Produktionsverlusten bei 
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Hennen fuhren kann. Das aviare Metapneumovirus (APV) ist ein 
pleomorphes RNA-Virus mit einem in der Hiille lokalisierten 
Fusionsprotein (F) und Spikes, bestehend aus Glycoproteinen 
(G) . Es wird als " Metapneumovirus " bezeichnet. Das Virus hat 
keine hamagluttinierenden Eigenschaf ten. Basierend auf den 
Nucleotiden und der geschatzten Aminosauresequenz des 
Glycoproteins (G) wurde das ursprungliche APV in zwei 
Unterarten klassif iziert . Ursprvinglich war APV aus Sudafrika 
und GroSbritannien von der Unterart A und die weiteren 
europaischen APV-Stamme gehorten zum Subtyp B. Wie oben 
angegeben, ist jetzt auch der Subtyp C bekannt, zusatzlich zu 
vermutlich weiteren Subtypen, die non-A non-B sind. 

Das aviare Metapneumovirus kann in Trachealringkulturen 
kultiviert werden, wo es eine ciliostatische Wirkung ausiibt . 
Weiterhin kann es in embryonisierten Eiern und anderer. 
Zellkulturen kultiviert werden. Die amerikanischen Stamme 
wurden auch in HEF (Embryof ibroblasten von Hennen) , 
Verozellen und embryonisierten Eiern kultiviert. 

Die klinischen Symptome der Truthahn-Rhinotracheitis 
korrespondieren zu denjenigen einer akuten 
rhinotracheitischen Infektion. Zwei bis drei Tage nach der 
Infektion sind die Tiere apathisch und zeigten Husten, Niesen 
und Kopf schvitteln. Wenn sich die Infektion nicht kompliziert, 
sind die Tiere sieben bis acht Tage nach der Infektion wieder 
normal. Die klinischen Symptome bei Hennen korrespondieren zu 
denjenigfen bei Truthahnen, sind in der Regel jedoch weniger 
schwer. Wenn zusatzlich E. coli oder andere Bakterien 
beteiligt sind, konnen hohe Verluste auftreten und die 
tatsachliche Zeitspanne der Krankheit kann in unangenehmer 
Weise verlangert werden. Jedoch fuhrt APV bei Hiihnern nur 
selten zu dem "swollen head syndrome" mit massiven Verlusten. 
Es ist wahrscheinlich wichtiger fur die kontinuierlichen 
Verluste aufgrund geringerer klinischer Erkrankungen . Nach 
der Infektion mit konventionellem APV erzeugen Hennen und 
Truthahne neutralisierende Antikorper im Serum, die durch 
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ELISA nachweisbar sind. Diese Antikorper scheinen keine 
wirkliche Bedeutung fur die Kontrolle der Rhinotracheitis zu 
haben . 

Miitterliche Antikorper sind fur Kiiken gegen eine 
Fruhinf ektion mit viralem APV nicht wirksam. Zirkulierende 
Antikorper scheinen jedoch fur den Schutz der Gonaden im 
Falle einer Inf ektion von alteren Tieren wichtig zu sein. 

Lokale Antikorper scheinen eine wichtige protektive Wirkung 
aufzuweisen. Virusspezif ische IgA- und IgG-Antikorper mit 
einem virusneutralisierenden Effekt treten nach Infektionen 
mit virulentem APV in der Tranenf lussigkeit auf . Bis zum 
jetzigen Zeitpunk ist fur die Behandlung von APV*- Infektionen 
keine Therapie bekannt. Mit Ausnahme der USA versucht man, 
APV durch Vakzinierung zu kontrollieren. 

Ein anderes wichtiges Mitglied der Paramyxoviridae ist das 
neu entdeckte menschliche Metapneumovirus, das aus jungen 
Kindern mit einer Erkrankung des Respirationstrakts isoliert 
wurde. Dieses Virus wurde aus 28 jungen Kindern in den 
Niederlanden isoliert und wurde als neues Mitglied der 
Gattung Metapneumovirus, basierend auf virologischen Daten, 
Sequenzhomologie und Genkonstellation, identif iziert (Van Den 
Hoogen et al . , Nature, Medicine, Bd. 7, Nr. 6, Juni 2001, 
Seiten 719-724) . Bis zur Entdeckung dieses neuen 
Metapneumovirus wurde APV wie oben beschrieben als einziges 
Mitglied der kurzlich benannten Gattung Metapneumovirus 
angesehen (Virus Taxonomy, Seventh Report of the 
International Committee on Taxonomy of Viruses (Hrsg. Van 
Regenmortel, M.H., Fauquet, CM. und Bishop, D.H.) 551, 557, 
559-560 (Academic, San Diego, 2000) . In dem obigen Artikel 
Ziehen die Autoren jedoch den SchluS, basierend auf einer 
Sequenzhomologie und der Genkonstellation, daS die 
menschlichen Viren ein neues Mitglied der Gattung 
Metapneumovirus zu sein scheinen und haben diese daher 
vorlaufig als menschliches Metapneumovirus bezeichnet. Eine 
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genet ische Homologie zwischen dem menschlichen MPV und zum 
Beispiel APV in der Region des F-Proteins liegt z.B. so hoch 
wie 80 %. Es wird also angenommen, daS das menschliche 
Metapneumovirus urspriinglich aus Vogeln stammen konnte und 
sich vor. Jahren' in der menschlichen Population verteilt hat. 

Wie bereits oben angegeben, gibt es bis jetzt keine 
Behandlung fur die obigen Erkra.nkungen . 

Daher fokussierte sich die Aufmerksamkeit auf die 
Vakzination. Jedoch auch bei der Vakzination gibt es bis 
jetzt noch keinen erhalt lichen Impfstoff , der einen 
langzeitigen und sicheren Schutz gegen die obigen 
Erkrankungen, die mit Viren z.B. der Gattung Metapneumovirus 
assoziiert sind, gibt. 

Im Hinblick auf RSV bleibt die Entwicklung eines Vakzins ein 
wichtiges Ziel im Hinblick auf die klinische Wichtigkeit 
dieses Pathogens. Die gegenwartigen Ansatze involvieren die 
Verwendung von temperaturempf indlichen Mutanten. Versuche, 
einen geeigneten Impfstoff gegen das RS-Virus 
bereitzustellen, haben sich auf zwei interessante Bereiche 
fokussiert, die spezif ische Region der Polymerase (L-Gen) , 
einschlieSlich der putativen ATP-Bindungsstelle und der hoch 
konservierten zentralen Domane der Polymerase und eine 
Mutation in der extrazellularen Domane des Fusionsproteins 
(F) , von dem nachgewiesen wurde, daft es auch in einem 
unabhangig abgeleiteten, kodierten aktiven attenuierten 
Mutanten vorliegt (Connors et al . , 1995, Virology 208, Seiten 
478-484 und Tolley et al., 1996, Vaccine 14, 1637-1646). 

Es wird versucht, eine Kontrolle von APV zu erreichen, indem 
z.B. attenuierte Lebendimpf stof f e durch Passage eines 
virulent en aviaren Metapneumovirus in vitro erzeugt werden. 
Es konnte gezeigt werden, daS ungefahr 100 Passagen in 
Trachealringkulturen die Virulenz nicht verminderten, jedoch 
limit ierten 3 9 Passagen in Embryoblasten von Huhnern die 



WO 03/097089 



7 



PCT/EP03/05187 



Immunogenitat wie auch die Virulenz. Die Passage in Vero- 
Zellen reduzierte die Virulenz auf Null, erhielt jedoch die 
Immunogenitat im wesent lichen; dadurch konnten akzeptable 
Vakzine erzeugt werden. 

Lebendvakzine werden in der Regel fur Kuken urn Tag 1 als 
Spray oder Augentropfen verwendet. Einige Hersteller 
empfehlen, die Immunisierung mit Lebendvakzinen einmal oder 
mehrmals zu wiederholen. Die Lebendvakzine, die zur Zeit auf 
dem Markt sind, werden aus unterschiedlichen Stammen von 
unterschiedlichen Arten erzeugt und sind mehr oder weniger 
attenuiert. Manchmal werden auch inaktivierte Vakzine fur 
altere Tiere verwendet, obwohl diese selbst in diesem Fall in 
der Regel zunachst mit einem Lebendvakzin vakziniert werden. 

Bis jetzt sind die Lebendvakzine vom Subtyp A oder B. 
Ergebnisse unterschiedlicher experimenteller Studien zeigen, 
daS es eine gute Kreuzreaktivitat zwischen den 
unterschiedlichen Stammen gibt, jedoch scheint eine homologe 
Protektion kompletter zu sein. Im Hinblick auf das 
menschliche Metapneumovirus gibt es noch gar keinen 
Impfstoff, da dieses auch erst kilrzlich entdeckt wurde. 
Jedoch insbesondere im Hinblick auf das menschliche 
Metapneumovirus wurde es besonders wiinschenswert sein, einen 
Impfstoff zu erhalten, der einen guten und wirksamen Schutz 
gegen das Virus bereitstellt , das zu schweren Erkrankungen 
bei Kindern fuhrt. 

Es ist jedoch fur alle so weit bekannten Impfstoffe 
nachweisbar, daS sie instabil sind und daS sie unter 
geeigneten Bedingungen zu einer Virulenz zuruckkehren konnen. 

Solche Eigenschaf ten sind natiirlich bei einem Impfstoff sehr 
unerwiinscht . 

Es ist daher eine Aufgabe cemaS der vorliegenden Erfindung, 
einen Impfstoff bereitzustellen, der ein attenuierter 
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Lebendimpf stof f sein kann, der gegen Mitglieder der 
Virusgattung Metapneumovirus und RSV gerichtet ist. 

Insbesondere ist es eine Aufgabe, ein attenuiertes 
Lebendvirus bereitzustellen, das gegen Pathogene . der 
Mitglieder der Gattung Metapneumovirus, insbesondere 
menschliches Metapneumovirus und APV sowie gegen RSV wirksam 
ist . 

Weiterhin ist es eine Aufgabe gemaS der vorliegenden 
Erfindung, ein Verfahren zur Bereitstellung geeigneter 
Impfstoffe gegen die obigen Viren bereitzustellen. 

Diese Aufgabe v/ird durch den Gegenstand der unabhangigen 
Anspriiche gelost; bevorzugte Ausf uhrungsf ormen sind in den 
abhangigen Anspruchen angegeben. 

GemaS Anspruch 1 wird ein Impfstoff gegen Mitglieder der 
Gattung Metapneumovirus und RSV sowie gegen Viren 
bereitgestellt , die eine bedeutende genetische Homologie im 
Bereich des F-Proteins zu Mitgliedern der Gattung 
Metapneumovirus aufweisen, dadurch gekennzeichnet, da£ er ein 
Virus oder ein Teil eines Virus umfaSt, wobei das Virus in 
der Region aa 2 93-296 der Aminosauresequenz des F- Proteins 
(Fusionsprotein) modifiziert ist, im Vergleich mit dem 
Wildtypvirus, oder in einer Region, die dieselbe Funktion wie 
aa 293-296 zeigt. 

Mit "Teil eines Virus" ist gemeint, date der Impfstoff 
mindestens denjenigen Teil des Virus umfassen sollte, der die 
Modifikation in Region aa 293-296 des F-Proteins oder einer 
funktionell ahnlichen Region umfaSt und alle weiteren 
Bestandteile des Virus, die notwendig sind, so dafi das Virus 
als Impfstoff wirken kann, d.h. Immunogenitat erzeugt, jedoch 
nicht virulent ist. Die Erzeugung eines solchen Virus liegt 
im allgemeinen Fachwissen eines Fachmanns . 
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Die Erfindung wird weiterhin gemaS den hier eingeschlossenen 
Figuren beschrieben, wobei die Figuren das Folgende 
darstellen : 

Fig. 1 . Beispielhaf te Sequenzanderungen wahrend 
Attenuierung und Reversion 

Fig. 2 Klonierungsstrategie 

Fig. 3 ETC bis zum Gesamtgenom 

Fig. 4 Veranderungen an Posit ionen aa 2 93-2 96 des 
Fusionsproteins 

Die gewohnliche Spal tungsstelle des Fusionsproteins F, die 
z.B. den A-Typ APVs und anderen APVs wie auch weiteren 
Mitgliedern der Paramyxoviridae gemein ist, weist ein Motiv 
mit basischen Aminosauren auf , die ungefahr an S'telle 
aa 99-109 lokalisiert sind, wobei sie das F-Protein, wenn es 
durch Proteasen gespalten wird, in Fl und F2 trennt, wobei es 
die fusionsbezogene Domane exponiert . Daher konnte die 
Bereitstellung einer erhohten Anzahl basischer Aminosauren in 
Region aa 293-296, bei der es sich urn eine zweite 
Spaltungsstelle handeln konnte, oder einer funktionell 
entsprechenden Stelle, zu einer ahnlichen Spaltungsstelle fur 
Proteasen fvihren. 

In der Regel wird das gesamte Virus verwendet, umfassend die 
Modifikation in Region aa 293-296 oder einer funktionell 
entsprechenden Region der Aminosauresequenz des F-Proteins. 
Urn die Anordnung des F-Proteins in einem typischen Virus zu 
zeigen, insbesondere einem Metapr.eumovirus, wird auf Fig. 1 
Bezug genommen. Figur 1 zeigt eine Moglichkeit von 
beispielhaf ten Sequenzveranderungen wahrend Attenuierung und 
Reversion von Viren zu Virusimpf stof f en und zuruck zu 
virulenten Viren. 
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In Fig. 1 bedeuten die Abkurzungen das Folgende: 



N 



F 



P 



Nucleocapsid; Gen: ungefahr 1.200 Basen 
Phosphoprotein; Gen: ungefahr 850 Basen 
Matrix; Gen: ungefahr 800 Basen 
Fusion; Gen: ungefahr 1.600 Basen 



M2 : 2. Matrix; Gen: ungefahr 600 Basen 
SH: klein hydrophob; Gen: ungefahr 500 Basen 
G: Glycoprotein; Gen: ungefahr 1.100 Basen 
L: Polymerase; Gen: ungefahr 7.000 Basen 

Es wird angenommen, daS das Fusionsprotein fur die Fusion mit 
der Zielmembran verantwortlich ist. Von M2 nimmt man an, da£ 
es sich urn einen Transkriptions-Elongationsf aktor handelt, 
der vermutlich fur die Virusrettung essentiell ist. Es 
enthalt einen zweiten Leserahmen, der nicht exprimiert zu 
sein scheint. Das G-Protein konnte fur die Anhaftung an einen 
Zielzellrezept'or verantwortlich sein. Es ist hoch 
glycosyliert und zwischen verschiedenen Stammen hoch 
variabel. Die L-Polymerase betrifft die Transkription und 
Replikation des Genoms . N, P und L kombinieren sich, urn die 
minimale Replikationseinheit bereitzustellen, die 
Nucleocapsid genannt wird. 

Insbesondere ist das Fusionsprotein fur die Fusion des Virus 
mit der Zielzelle verantwortlich. Es wird als F0 translatiert 
und wird durch zellulare Proteasen an aa-Stellungen 99-102 
(RRRR) gespalten, urn Fl (enthaltend die f usionsbezogene 
Domane, membrangebunden) und F2 (das nach Spaltung an Fl 
durch Disulphidbrucken zwischen Cysteinspaltresten angehaftet 
bleibt) zu bilden. Wie im Detail unten erklart, wird die 
Hypothese aufgestellt, da£ die potentielle zusatzliche 
Spaltungsstelle (aa 293-296 bei APV und hMPV und aa 323-328 
bei RSV) in irgendeiner Weise die Fusion verandert und daS 
dies den Gewebstropismus beeinfluSt. 
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Durchgezogene Pfeile in Fig. 1 zeigen an, daS auf DNA- Level 
wahrend der Attenuierung eine Sequenzveranderung 
stattgef unden hat, wahrend gestrichelte Pfeile anzeigen, daS 
Sequenzveranderungen wahrend der Attenuierung und Reversion 
auf Proteinlevel stattgef unden haben. Auf der linken Seite 
ist die Virusanordnung die Virusanordnung des Wildtypvirus . 
Im Mittelteil von Fig. 1 ist die Virusanordnung, die in weiS 
dargestellt ist, die Virusanordnung eines attenuierten Virus, 
w&hrend auf der rechten Seite die Virusanordnung die zur 
Virulenz zuruckgekehrte Anordnung eines Virus ist. 

Aus Fig. 1 kann abgeleitet werden, date es eine Vielzahl von 
mdglichen Sequenzveranderungen gibt; die 

Sequenzveranderungen, die wahrend Attenuierung und Reversion 
auftreten konnen und die in Fig. 1 dargestellt sind, sind nur 
beispielhaf t . 

Der Vergleich Von Sequenzen vom Wildtyp, attenuiertem Virus 
und revertiertem Virus zeigt deutlich, daS es eine Vielzahl 
von Mutationen und eine Vielzahl von Kombinationen von 
Mutationen geben kann, die wahrend Attenuierung und Reversion 
auftreten. 

GemaS der vorliegenden Erfindung wurde uberraschend 
festgestellt , daft eine Modifikation in der Region aa 293-296 
oder einer Region mit derselben Funktionalitat zu einer 
Erzeugung eines attenuierten Virus fiihrt, das als Impfstoff 
gegen Mitglieder der.Gattung Metapneumovirus oder RSV 
verwendet werden kann. Die vorliegenden Erfinder stellten 
fest, daS eine Modifikation in dieser Region ein attenuiertes 
Virus erzeugen wird, das seine Fahigkeit zur Virulenz 
verloren hat, wahrend es immer noch eine vollstandige 
Immunogenitat bereitstellt . AuSerdem wird die Modifikation in 
dieser Region das Risiko des Zuruckkehrens zu einer Virulenz 
reduzieren. 
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Fur ein besseres Verstandnis der weiteren Diskussion wird die 
folgende Tabelle 1 bereitgestell t , die einen Uberblick liber 
die 20 Aminosauren, ihren Einzelbuchstabenkode (SLC) und ihre 
korrespondierenden DNA-Kodons bereitstellt . 

Tabelle 1 



2 0 Aminosauren, ihr Einzelbuchstabenkode (SLC) und ihre 
korrespondierenden DNA-Kodons 



Aminosaure 


SLC 


Typ 


DNA-Kodons 


Isoleucin 


I 




ATT, ATC, ATA 


Leucin 


L 




CTT, CTC, CTA, CTG, TTA, TTG 


Valin 


V 




GTT, GTC, GTA, GTG 


Phenylalanin 


F 




TTT,' TTC 


Methionin 


M 




ATG 


Cystein 


C 


S-S 


TGT , TGC 


Alanin 


A 




GCT, GCC, GCA, GCG 


Glycin 


G 




GGT, GGC, GGA, GGG 


Prolin 


P 




CCT, CCC, CCA, CCG 


Threonin 


T 


0 glycos 


ACT, ACC, ACA, ACG 


Serin 


S 


0 glycos 


TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, AGC 


Tyrosin 


Y 




TAT , TAC 


Tryptophan 


W 




TGG 


Glutamin 


Q 




CAA, CAG 


Asparagin 


N 


N glycos 


AAT, AAC 


Histidin 


H 


basisch 


CAT, CAC 


Glutaminsaure 


E 


sauer 


GAA, GAG 


Asparaginsaure 


D 


sauer 


GAT, GAC 


Lysin 


K 


basisch 


AAA, AAG 


Arginin 


R 


basisch 


CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG 


Stop-Kodons 


Stop 




TAA, TAG, TGA 



Die Region aa 293-296 ist im F-Protein lokalisiert, namlich 
dem Fusionsprotein, von Viren der Gattung Metapneumovirus und 
bei RSV. Die Lokalisierung der aa 293-296 Region ist zum 
Beispiel aus SEQ ID NOS 28 bis 34 ableitbar. 

Die vorliegenden Erfinder konnten zeigen, da3, wenn die fur 
die Aminosauren in der aa 293-296 Region oder einer Region 
mit derselben Funktionalitat , wie aa 323-328 in RSV des 
F-Gens kodierenden Kodons modifiziert wurden, attenuierte 
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Virusstamme erzeugt werden konnten, die ihre Immunogenitat 
erhielten, jedoch ihre Virulenz verloren. 

Es scheint, daS diese aa 293-296 Region in APV und hMPV oder 
aa 323-328 im RSV fur die Virulenzveranderung veranfcwortlich 
war. 

Der Mechanismus hierfiir ist noch unklar. Ohne an diese 
Hypothese gebunden sein zu wollen, stellen die vorliegenden 
Erfinder die Theorie auf, dafi diese Region durch 
Serinproteasen gespalten wird, jedoch durch S-S-Bindungen 
angehaftet bleibt, in ahnlicher Weise wie im Hinblick auf F-l 
und F-2, Ein PAGE des Irnpfstoffs zeigt, daS es 
Mobilitatsveranderungen im Vergleich zum Feldvirus gibt, was 
mit einem solchen Ereignis assoziiert sein konnte . 

Die aa 293-296 Region bei APV und hMPV wie auch aa 323-328 
bei RSV scheint im v/esentlichen hydrophil zu sein, wobei die 
meisten Aminosauren geladen sind (R, K, H, E, D) oder polar 
(S) . Nur eine Aminosaure, Glycin (G) , ist schwach hydrophob. 

Die folgenden Aminosauresequenzen sind typisch fur 
unterschiedliche Mitglieder der Gattung Metapneumovirus in 
der Region aa 293-2 96: 

APV Typ A: RKEK (SEQ ID No 24), RKKE, REEK 

APV Typ B: RHER (SEQ ID No 25) 

APV Typ Cr. SGKD (SEQ ID No 26) 

menschlicher Metapneumovirus: SGKK (SEQ ID No 27) 

Die folgenden Aminosauresequenzen sind typisch fur 
unterschiedliche Mitglieder von RSV in aa 323-328: 

1: TTDNKE (SEQ ID No 79) 

2: TTNIKE (SEQ ID No 78) 

3: TTNTKE (SEQ ID No 77) 
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Im folgenden ist, wenn auf humanen Metapneumovirus Bezug 
genommen wird, der humane Metapneumovirus gemeint, wie 
definiert gemalS dem Artikel von Van den Hoogen et al., 
Nature, Medicine, Bd. 7, Nr. 6, Juni 2001, Seiten 719-724. Es 
erscheint wahrscheinlich, daS die hydrophile Region benotigt 
wird, um dem Fuktionsprotein Funktion und Struktur zu 
verleihen. Daher sollte die Gegenwart von basischen 
Aminosauren die Spaltung durch Serinproteasen begunstigen; 
dement sprechend sollte eine geeignete Modifikation dervier 
Aminosauren in der Region aa 2 93-296 in APV oder hMPV wie 
auch eine geeignete Modifikation von aa 323-328 in RSV 
universell attenuierend wirken. 

GemaS einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist das oben 
beschriebene Virus ein attenuiertes Lebendvirus. Attenuierte 
Lebendviren sind auf dem Gebiet bekannt, und ihre Herstellung 
kann durch einen Fachmann einfach durchgefuhrt werden. GemaS 
der vorliegenden Erfindung muS das attenuierte Lebendvirus 
eine Modifikation in Region aa 293-2 96 der Aminosauresequenz 
des Fusionsproteins im Vergleich mit dem Wildtyp oder in 
einer Region mit derselben Funktionalitat, wie z.B. 
aa 323-328 in RSV, beinhalten. Die Attenuation des Virus 
geschieht durch die Modifikation in der (den) obigen 
Region (en). Zusatzlich konnen bekannte Attenuierungsverf ahren 
verwendet werden, die fur diese Viren bereits bekannt sind. 

Vorzugsweise umfatet die Modifikation eine Stabilisierung der 
Region aa 293-296 oder einer Region mit derselben 
Funktionalitat wie aa 323-328 bei RSV in dem Virus. 

Die Bezeichnung "Stabilisierung" soil hier eine Situation 
beschreiben, in der die Aminosauren an Position aa 293-296 
oder einer Region mit derselben Funktionalitat, wie 
aa 323-328 bei RSV, durch Kodons kodiert werden, die nicht 
leicht zum Wildtyp zuruckkehren konnen. Vorzugsweise wird 
eine solche Stabilisierung durch eine Substitution von Kodons 
erreicht, die fur Aminosauren in der Region kodieren, durch 
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Kodons, die mehr Mutationen bendtigen, um zum Wildtyp 
zuruckzukehren. Eine solche Stabilisierung wird beispielhaft 
wie folgt dargestellt: 

In diesem Beispiel ist es das Ziel, die Aminosaure 
Glutaminsaure (E) durch eine basische Aminosaure zu ersetzen. 
Glutaminsaure wird durch das DNA-Kodon GAA oder GAG kodiert. 
Wenn die Aminosaure Lysin (K) gewahlt wird, um Glutaminsaure 
zu ersetzen, ergibt sich die folgende Situation: Lysin wird 
durch das DNA-Kodon AAA oder AAG kodiert. Wenn das DNA-Kodon 
AAA fur Lysin gewahlt wird, wird eine Mutation bendtigt, um 
zum DNA-Kodon GAA, d.h. Glutaminsaure, zuruckzukehren. 
Dasselbe gilt, wenn das DNA-Kodon AAG gewahlt wird, das eine 
Mutation benotigt, um zum DNA-Kodon GAG zuruckzukehren, was 
wiederum fur Glutaminsaure kodiert. Wenn zum Beispiel jedoch 
das DNA-Kodon CGT (das fur die basische Aminosaure Arginin 
(R) kodiert) gewahlt wird, sind drei Mutationen notwendig, 
wenn die DNA- Kodons GAA oder GAG wieder erreicht werden 
sollen, die fur Glutaminsaure kodieren. Daher werden durch 
die Auswahl des Kodons CGT (fur Arginin) zum Ersatz des 
Kodons fur Glutaminsaure mehr Mutationen benotigt, um zum 
Glutaminsaure DNA-Kodon zuruckzukehren und daher wird eine 
hohere Stabilisierung erreicht. 

Daher wird gemaS einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
die Stabilisierung durch Substitution von Kodons erreicht, 
die fur die Aminosaure in der Region kodieren, vorzugsweise 
die sauren Aminosauren in. dieser Region, . durch Kodons, die 
mit weniger grofSer Wahrscheinlichkeit zu einem Kodon 
mutieren, das fur Glutaminsaure kodiert. Die vorliegenden 
Erfinder haben f estgestellt , daS die Gegenwart von 
Glutaminsaure in der Region aa 2 93-296 oder einer Region mit 
derselben Funktionalitat , wie z.B. aa 323-328 bei RSV des 
F-Proteins von Viren, die Attenuierung verringert oder 
verhindert und die Virulenz verstarkt . 
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Es gibt in keinem Dokument aus dem Stand der Technik 
irgendeinen Hinweis, der sich auf diese Entdeckung bezieht . 
Glutaminsaure, wie auch andere saure Aminosauren, scheinen 
zur Virulenz des Virus beizutragen, wenn sie in der Region 
aa 2 93-296 oder einer Region mit derselben Funktionalitat , 
wie aa 323-328 bei RSV, des F-Proteins, lokalisiert sind. Wie 
oben angegeben, konnte diese Verstarkung der Virulenz mit 
gleichzeitiger Abschwachung oder Eliminierung der 
Attenuierung einer Situation zugeschrieben werden, in der 
hydrophile Regionen benotigt werden, um dem F-Protein eine 
funktionelle Struktur zu vermitteln, wahrend die Gegenwart 
von basischen Aminosauren eine Serinproteasespaltung 
begiinstigen wurde. 

Daher umfafit gemaS einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
die Modifikation in Region aa 293-296 oder einer Region mit 
derselben Funktionalitat, wie aa 323-328 bei RSV, des 
F-Proteins von Viren, bevorzugt der Gattung Metapneumovirus, 
die Substitution von mindestens einer nichtbasischen 
Aminosaure durch eine basische Aminosaure. Noch bevorzugter 
werden mindestens zwei nichtbasische Aminosauren durch 
basische Aminosauren ersetzt. Noch bevorzugter werden 
mindestens drei nichtbasische Aminosauren durch basische 
Aminosauren ersetzt. GemaS einer besonders bevorzugten 
Ausf iihrungsf orm sind die Aminosauren in der Region aa 293-296 
des F-Proteins von hMPV oder APV so modif iziert., daft alle 
vier Aminosauren basische Aminosauren sind. 

GemaS einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung sind alle sechs Aminosauren der Region 
aa 323-328 in RSV basische Aminosauren. 

GemalS einer alternativen bevorzugten Ausfiihrungsform kann die 
Modifikation die Zugabe von mindestens einer Aminosaure 
umfassen. Diese Zugabe von mindestens einer Aminosaure kann 
zusatzlich zu der oben erwahnten Substitution durchgefuhrt 
werden. Vorzugsweise betrifft die Zugabe von mindestens einer 
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Aminosaure die Zugabe von mindestens einer basischen 
Aminosaure, bevorzugt Arginin, Lysin und/oder Histidin, 
besonders bevorzugt Arginin oder Lysin. 

GernaS einer weiteren Alternative kann die Modif ikation auch 
die Deletion von mindestens einer Aminosaure umfassen. 
Vorzugsweise ist diese mindestens eine deletierte Aminosaure 
eine saure Aminosaure. 

GemalS einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfaiSt die 

Modifikation die Substitution von mindestens einem 

Glutaminsaurerest durch mindestens eine basische Aminosaure. 
* 

Die basische Aminosaure wird vorzugsweise ausgewahlt aus der 
folgenden Gruppe, bestehend aus Arginin, Lysin und/oder 
Histidin. Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Arginin 
und/oder Lysin. 

GemaS einer besonders bevorzugten Ausf uhrungs form weist die 
Region aa 2 93-296 des Wildtypvirus eine Sequenz wie 
dargestellt in einer der SEQ ID NO 24 bis 27 auf . 

SEQ ID NO 24 stellt zum Beispiel die Aminosauren in Region 
aa 293-296 des Wildtyp APV-A-Stamms Nr. 8544 dar, namlich 

RKEK. 

SEQ ID NO 25 stellt zum Beispiel die typischen Aminosauren in 
Region aa 293-296 von APV-B-Vireh dar, namlich 

RHER . 

SEQ ID NO 26 stellt zum Beispiel die typischen Aminosauren in 
Stellungen aa 293-296 von Viren des APV-C-Typs dar, namlich 



SGKD. 
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SEQ ID NO 27 stellt zum Beispiel die Aminosauren in 
Stellungen aa 293-296 von menschlichem Metapneumovirus dar, 
namlich 



Die Bezeichnung "Wildtypvirus" , wie verwendet gemafi der 
vorliegenden Erfindung, betrifft diejenigen Viren, die keine 
Mutationen in Positionen 293-296 Oder einer Region mit 
derselben Funktionalitat (wie z.B. aa 323-328 bei RSV) des 
F-Proteins aufweisen. Im Regelfall ist ein solches 
Wildtypvirus ein virulentes Virus. Es ist jedoch auch 
moglich, ein bereits attenuiertes Lebendvirus als 
Wildtypvirus der vorliegenden Erfindung zu verwenden, das 
dann weiter durch die Modif ikationen in Stellungen aa 293-296 
oder in einer Region rr.it derselben Funktionalitat, wie 
aa 323-328 bei RSV, des F-Proteins gemafi der vorliegenden 
Erfindung attenuiert wird. 

Bevorzugte Viren, die Wildtypviren im Sinne der vorliegenden 
Erfindung sein konnen, sind menschliches Metapneumovirus, 
APV-Virus der Typen A, B, C oder non-A, non-B oder RS-Virus. 

Vorzugsweise weist die aa 293-296 Region des attenuierten 
Virus eine Sequenz auf, wie dargestellt in einer der SEQ ID 
NO 1 bis 23. 

SEQ ID NO 1 bis 23 konnen auch gewahlt werden, urn einen 
Bestandteil der Region aa 323-328 im RS-Virus zu bilden. 

SEQ ID NO 1 ist eine beispielhaf te Aminosauresequenz in 
Stellung aa 293-296, wodurch zum Beispiel ein attenuierter 
Stamm, der als Impfstoff verwendbar ist, fur z.B. Stamm Nr. 
8544 (APV-Typ A) bereitgestellt werden kann. Diese SEQ ID 
NO 1, namlich 



SGKK. 



RRRR 
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konnte zum Beispiel auch ein attenuiertes menschliches 
Metapneumovirus oder ein attenuiertes APV-Virus vom B- oder 
C-Typ oder non-A- non-B-Typ bereitstellen . 

Durch Modifikation der Aminosauren oder der Kodons, die fur 
die Aminosauren kodieren, an Stellungen aa 293-296 oder in 
einer Region mit derselben Funktionalitat , wie z.B. aa 
323-328 bei RSV, des F-Proteins wie offenbart gemaS der 
vorliegenden Erfindung, ist es moglich, ein attenuiertes 
Lebendvirus bereit zustellen, das als Impfstoff verwendbar 
ist ♦ 

Gemate einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm weist die 
Region aa 293-296 des Wildtypvirus die Aminosauresequenz wie 
dargestellt in SEQ ID NO 24 auf, wobei die Region des 
attenuierten Virus eine Sequenz wie dargestellt in SEQ ID 
NO 1 auf weist. Eine solche Ausf uhrungsf orm 'wurde ein 
attenuiertes Lebensvirus fur APV-Typ-A, z.B. Stamm Nr. 8544, 
bereitstellen. 

GemaS einer weiteren spezifisch bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
der vorliegenden Erfindung weist die Region aa 293-296 des 
Wildtypvirus die in SEQ ID NO 27 dargestellte Sequenz auf, 
wobei die Region des attenuierten Virus die in SEQ ID NO 1 , 
2, 10 oder 21 dargestellte Sequenz aufweist. Eine solche 
Modifikation in Region aa 293-296 wurde zum Beispiel ein 
attenuiertes Lebendvirus fur das menschliche Metapneumovirus 
bereitstellen. Die bevorzugten Sequenzen, wie dargestellt in 
SEQ ID NO 1 bis 23, konnen auch ein oder mehrere Histidine 
als Ersatz fur entweder Lysin oder Arginin umfassen. Das 
Obige ist mutatis mutandis ebenfalls fur die Region 
aa 323-328 von RSV anwendbar. 

Wie oben dargestellt, wird die vorliegende Modifikation in 
Region aa 293-296 oder in einer Region mit derselben 
Funktionalitat, wie aa 323-328 bei RSV, des F-Proteins zu 
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einer Bereitstellung von attenuierten Lebendviren z.B. der 
Gattung Metapneumovirus oder RSV fiihren, die das gemeinsame 
Merkmal eines F-Proteins mit einer substantiellen genetischen 
Homologie zwischen den Sequenzen der jeweiligen F-Proteine 
bei diesen Viren auf weisen . . GemaS einer besonders bevorzugten 
Ausf iihrungsform ist der Impfstoff , der gemafi der vorliegenden 
Erfindung bereitgestellt wird, gegen das menschliche 
Metapneumovirus wirksam. Weiterhin bevorzugt ist das 
Metapneumovirus aviares Metapneumovirus, insbesondere APV. 

Die vorliegende Erfindung ist nicht auf Metapneumovirus 
begrenzt, sondern ist fur all diejenigen Viren anwendbar, die 
eine deutliche genet ische Homologie, z.B. rnehr als 50 %, 
vorzugsweise rnehr als 65 %, besonders bevorzugt mehr ais 75 % 
Sequenzhomologie, bestimmt basierend auf 

Sequenzhomologiestudien unter hoch stringenten Bedingungen, 
im Bereich des F-Proteins mit Mitgliedern der Gattung 
Metajpneumovirus, insbesondere mit APV oder menschlichem 
Metapneumovirus, auf weisen . 

Vorzugsweise wird das attenuierte Lebendvirus mit einem 
geeigneten Hilfsstoff und/oder Trager und/oder Adjuvans 
formuliert. GemaS einer bevorzugten Ausf iihrungsform ist das 
Virus ein attenuiertes Lebendvirus, das mit einer geeigneten 
Menge Interleukin-6 (IL-6) formuliert wird. Die Formulierung 
mit Interleukin-6 wird besonders bevorzugt, wenn das Virus 
ein aviares Metapneumovirus ist. 

GemaS einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsform ist das 
Virus ein attenuiertes Virus und wird mit einer geeigneten 
Menge Interleukin-12 (IL-12) und/oder Interleukin-18 (IL-18) 
formuliert. Das attenuierte Virus wird vorzugsweise mit 
Interleukin-12 und/oder Interleukin-18 formuliert, wenn das 
Virus ein menschliches Metapneumovirus oder RSV ist. 

Die Bezeichnung "eine geeignete Menge" im Kontext der 
vorliegenden Erfindung bezeichnet eine Menge, die, wenn sie 
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mit dem attenuierten Virus gemaS der vorliegenden Erfindung 
formuliert wird, die gewiinschte Wirkung bereitstellt , jedoch 
die Verwendbarkeit des attenuierten Lebendvirus als Impfstoff 
nicht nachteilig beeinflufit. . 

Geeignete Mengen konnen vom Fachmann bestimmt werden und 
werden von dem verwendeten attenuierten Virus und dem zu 
behandelnden Subjekt abhangen, z.B. in Hinblick auf Alter, 
Gewicht, Korperzustand und die zu behandelnde Krankheit. 

Ein Verfahren fur die Erzeugung eines Impfstoffs gemafi der 
vorliegenden Erfindung, gerichtet z.B. gegen Mitglieder der 
Gattung Metapneumovirus, umfafit die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellung eines virulenten Virus, gegen das ein 
Impfstoff entwickelt werden soil, 

b) ' Bereitstellung einer Modifikation in der 

Nucleinsauresequenz, die fur Region aa 293-296 kodiert 
Oder einer Region mit derselben Funktionalitat , wie 
aa 323-328 bei RSV, des F-Proteins des Virus, und 

c) Erhalt eines attenuierten Lebendvirus, umfassend die 
obige Modifikation. 

Vorzugsweise betrifft die Modifikation eine Modifikation wie 
oben definiert, insbesondere in den beigefugten Anspruchen 2 
bis 16. 

Weiter bevorzugt ist das Virus ein Virus, ausgewahlt aus der 
Gruppe wie oben definiert, insbesondere gemaS den beigefugten 
Anspruchen 17 bis 19. 

Insbesondere betrifft die in Schritt b) oben genannte 
Modifikation die Region aa 293-296, wenn APV oder hMPV 
betroffen ist, und betrifft Region aa 323-328, wenn RSV 
betroffen ist. 
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Wiederum wird die Bereitstellung einer Modifikation 
vorzugsweise wie folgt erhalten: 

i) Herstellung einer Gesamtlangen-DNA-Kopie des viralen 
Genoms des Virus, gegen das ein Impfstoff entwickelt 
werden soil, 

ii) Bereitstellung von Kopien von Gesamtlangen-DNA durch 
Ligation von Teillangen-PCR-Produkten, die eine 
Veranderung in Region aa 293-296 oder eine Region mit 
derselben Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, 
einfiihren, 

iii) Virusrettung von den Gesamtlangen-DNA- Kopien durch 
Verwendung von z.B. Huhnerpocken-T7- 
Polymeraserekombinant oder zellularer ribosomaler 
pol 1 RNA- Polymerase . 

Naturlich sind die spezifischen Verfahren, die verwendet 
werden urn Mutationen an einer spezifischen Stelle in einem 
Genom einzufiihren, dem Fachmann bekannt und/oder die 
gewohnlichen Verfahren sind hier anwendbar. 

Veranderungen werden in der Fusionsproteinsequenz z.B. durch 
PCR-Amplif ikation durchgef uhrt , unter Verwendung von Primern, 
die im Vergleich mit der urspriinglichen Sequenz verandert 
sind. Die. Sequenz von Primern 3,82 Sst neg und 3,82 Sst pos 
folgen der Ausf uhrungsformsequenz , auSer im Hinblick auf die 
Substitution von agg aaa aag aaa durch agg aga cgc cgc . Zwei 
PCRs, eine von der Leaderseite bis zu 3,82 Sst neg und die 
andere von 3,82 Sst pos zu einer Position stromabwarts 
(Trailerrichtung) werden durchgef uhrt . Spezifisch wird die 
PCR von LTZ 3 . lXho+ bis 3,82Sst- (bezeichnet als 3a) die 
veranderte Sequenz aufweisen (Veranderung von aa, kodierend 
zu RRRR) und wird auSerdem eine Sstll RE-Stelle enthalten 
(zusammen mit den benachbarten gg, direkt stromabwarts von 
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dieser Sequenz, [Sstll Erkennungsstelle ccgcgg] ) . Die PGR 
zwischen den Primern 3,82 Sstll pos und LTZ 4,6 Sal- 
(bezeichnet als 3b) erzeugt dieselben Veranderungen in dem 
benachbarten Fragment, daher, wenn die beiden PCR-Produkte 
mit Sstll geschnitten und miteinander ligiert werden, wird 
das Produkt die ursprungliche LTZ 3 . lXho+ bis LTZ 4.6 Sal- 
Sequenz aufweisen, bis auf die oben angegebene Veranderung. 

In der Praxis wird 3a zunachst (stumpf) kloniert, dann - nach 
Uberpriifung der Sequenz - wird PGR 3b zugefiigt (nachdem 
sowohl das Plasmid als auch 3b mit Sstll und Sail geschnitten 
wurden) . 

Das Verfahren kann auch fur sehr viel langere PCRs unter 
Verwendung derselben Primer (3,82 Sst neg und 3,82 Sst pos) 
verwendet werden und ihre Ligierung wird DNA ergeben, die 
Sstll geschnitten und dann miteinander ligiert werden kann, 
urn direkt fur die Virusrettung verwendet zu werden, wodurch 
irgendwelche Klonierungsstuf en vermieden werden. Auf diesem 
Weg sollte es moglich sein, schnell attenuierte Viren 
entweder aus Feldisolaten oder RNA-Extrakten zu erzeugen. 

Eine bevorzugte Klonierungsstrategie ist in Fig. 2 und Fig. 3 
angegeben. Die Genomf ragmente wurden urspriinglich in TWF 18 
kloniert (LTZ T7 1 bis LTZ 9+10 HDVR) . Jeder klonierte 
Bereich (beginnend mit LTZ T7 1 und endend mit LTZ 9+10 HDVR) 
wurde mit Xhol und Sail verdaut, dann wurde jeder jeweils 
sequentiell in GTPE kloniert. Auf jeder Stufefuhrte die 
Ligierung der geschnittenen Sail- (Plasmid) und Xhol- 
(Leaderende des LTZ -Fragments) Stellen am Leader des 
Fragments zu der Intragenomsequenz, die gegen beide Enzyme 
resistent ist, wahrend eine Kombination von zwei Sail 
geschnittenen Enden am Trailerende sicherstellte , daS Sail 
immer noch vorliegen konnte, urn in der Lage zu sein, das 
nachste Fragment zu akzeptieren. Daher, nach Zugabe von jedem 
Genombereich und darauf f olgendes Klonieren, wurde das Plasmid 
mit Insert Sail wieder verdaut und der nachste Bereich 
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(ausgeschnitten aus TWF mit Xhol und Sail) wurde 
hineinkloniert . 

Es ist gemaS der vorliegenden Erf indung auch moglich, einen 
Impfstoff bereitzustellen, de.r eine Mischung aus zwei oder 
mehr attenuierten Lebendviren umfaSt, wobei eines oder 
mehrere der attenuierten Lebendviren gemaS der vorliegenden 
Erf indung erhalten werden, d.h. eine Modifikation in der 
Aminosauresequenz an Stellungen aa 2 93-296 oder in einer 
Region mit derselben Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, 
des F-Protein umfassen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein attenuiertes 
Lebendvirus, das zur Gattung Metapneumovirus oder RSV gehort 
oder ein Virus, das eine bedeutende genetische Homologie im 
F-Protein mit Viren der Gattung Metapneumovirus aufweist, das 
dadurch gekennzeichnet ist, date es eine Modifikation in der 
Region aa 293-296 oder einer Region mit derselben 
Funktionalitat, wie z.B. aa 323-328 bei RSV, des F-Proteins 

aufweist. Sowohl die Modifikation als auch das Virus sind wie 

j 

oben definiert. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Wirtszelle, 
umfassend ein Virus, das durch Modifikation wie oben 
beschrieben, attenuiert ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft gemafi einer weiteren 
bevorzugten Ausf uhrungsform auch eine DNA- oder cDNA-Sequenz , 
wie definiert in einer der SEQ ID NO 28 bis 34. Alle diese 
Sequenzen 28 bis 34 sind Gesamtlangen-Sequenzen des 
F-Proteins von menschlichem Metapneumovirus, umfassend eine 
geeignete Modifikation in Region aa 293-296, die ein 
attenuiertes menschliches Lebend-Metapneumovirus 
bereitstellen. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch RNA-Sequenzen, 
korrespondierend zu den DNA-Sequenzen wie definiert in SEQ ID 
NO 28 bis 34. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen Vektor wie auch 
ein Plasmid, umfassend die DNA-, cDNA oder RNA-Sequenz wie 
oben definiert. 

Die vorliegende' Erfindung betrifft weiterhin ein attenuiertes 
Lebendvirus, das durch das Verfahren wie oben beschrieben 
erhaltlich ist . 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein F-Protein eines 
Mitglieds der Gattung Metapneumovirus oder RSV oder eines 
Virus, das eine bedeutende genet ische Komologie im 
F-Proteinbereich mit einem Mitglied der Gattung 
Metapneumovirus teilt, dadurch gekennzeichnet , daE es eine 
Modifikation oder Modif ikationen wie oben definiert umfafct, 
d.h. eine Modifikation (Modif ikationen) der Aminosauren an 
den Positionen 293-296 oder in einer Region mit derselben 
Funktionalitat , wie z.B. aa 323-328 bei RSV. Die Modifikation 
(Modif ikationen) , die im F-Protein gemaS der vorliegenden 
Erfindung enthalten sein konnen, sind oben definiert. 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die 
Verwendung des F-Proteins wie oben definiert oder eines 
attenuierten Lebendvirus wie oben definiert fur die 
Herstellung eines Impfstoffs zur Verhinderung einer Storung 
oder Erkrankung, ausgelost durch ein Virus wie oben 
definiert . 

Insbesondere kann das F-Protein oder das attenuierte 
Lebendvirus der vorliegenden Erfindung fur die Herstellung 
eiries Impfstoffs zur Verhinderung einer Storung oder 
Krankheit verwendet werden, die durch einen der folgenden 
Viren ausgelost wird: 
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APV Typ A, B, C oder non-A, non-B 
humane s Me tapneumo virus 
RS- Virus. 

Im weiteren wird die Erfindung gemaS den Beispielen unten 
beschrieben werden. 

Die Beispiele sollen die vorliegende Erfindung nur weiter 
beschreiben, ohne den Umfang der Erfindung auf die 
spezifischen Beispiele zu begrenzen. 

Beispiele 

1. Herstellung einer Gesamtlangen-DNA-Kopie eines viralen 



RNA wurde aus einem in Verozellen vervielf alt igen APV-Stamm 
LTZ 1 (deutsches Feldisolat, gesammelt von LTZ) unter 
Verwendung des Qiagen Rneasy Kits (Quiagen Ltd., Crawley, UK) 
extrahiert. Die RNA wurde revers transkribiert (Superskript 
II reverse Transkriptase (Invitrogen Ltd., Paisley, UK)), bei 
42 °C, 1,5 Std. von einem viralen Leader unter Verwendung der 
Primer APV-Lead ( 5 1 CGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGG3 ' ) (SEQ ID 
NO 35) und M2Start+ ( 5 1 GATGTCTAGGCGAAATCCCTGC 3') (SEQ ID 
NO 36) , und die cDNA der Leader- und Trailerbereiche wurde in 
zwei 12-Zyklus PCRs (94°C 5s, 60°C 20s, 68°C 6 Min. 

[ansteigend 3 0s pro Zyklus nach Zyklus 5] 11 mal wiederholt, 
mit Bio-X-Act DNA-Pplymerase (Bioline, London, UK)) 
amplif iziert . Die Leaderbereich PCR verwendete die APV-Lead 
geprimte RT-Reaktion als Matrize und PCR-Primer waren APV- 
Lead ext ( 5 ' ACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGGTTCT3 1 ) (SEQ ID NO 37) 
und LTZ 8,2 sal neg ( 5 1 GGGTATCTATGATGGTCGACAGATGTG3 ' ) (SEQ ID 
NO 38) . Der Trailerbereich verwendete M2Start+ geprimte 
RT-Reaktion als Matrize und PCR-Primer waren LT7 

(5 1 TTAATACGACTCACTATAGGACCAATATGGAAATATCCGATGAG3 1 ) (SEQ ID 
NO 3 9) und APV trail ext 

( 5 1 GCTAAAAATTTGATGAATACGGTTTTTTTCTCGT3 1 ) (SEQ ID NO 40) . Die 2 



Genoms 
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PCRs wirkten als Matrizen fur weitere 30 Zyklen PCRs (94°C 
5s, 60°C 20s, 68°C 2 Min. [ansteigend 10s pro Zyklus nach 
Zyklus 5] , 29 mal wiederholt) unter Verwendung von pfu 
(Stratagene, Amsterdam, NL) , was das Gesamtgenom in 8 
Bereichen amplif izierte, bezeichnet als LTZ 1 bis 10. 
PCR-Primer beinhalteten die Sequenzmodif ikationen, die 
Restriktionsendonuclease-Erkennungsstellen oder andere 
Veranderungen an DNA-Extremitaten und 3 ' -Extremitaten 
einfiihrten, wahrend, mit Ausnahme von LTZ 3, die kodierte 
Proteinsequenz unverandert blieb. Der T7 Promoter wurde der 
viralen Leadersequenz in LTZ 1T7 zugefiigt, eine verkiirzte 
Form des menschlichen RNA- Polymerase - 1 - Promoters (pol 1) 
wurde der viralen Leadersequenz in LTZ 1 pol zugefiigt, der 
Bereich, der fur aa 293-296 des Fusionsproteins kodierte, 
wurde so verandert, da£ aa RKKK RRRR in LTZ 3 wurde und in 
LTZ 10 HDVR wurde das Hepatitis-Delta-Virus-Ribozym dem 
viralen Trailerbereich (LTZ 9+10) zugefugt. Die Veranderungen 
in der F-Proteingensequenz erhohten die Anzahl der 
Mutationen, die benotigt wurden, damit die Sequenz zu einer 
Sequenz mutieren konnte, die fur saure Aminosauren kodierte, 
wie detailliert dargestellt in Figur 4. 
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Tabelle 2 

Sequenz der PCR-Primer, die verwendet wurden, urn Sall/Xhol 
flankierte Genombereiche zu erzeugen 



LTZ- 

Be- 

reich 


Primer 


Sequence S'-S 1 


SEQ 
ID NO " 


T7 1 


T7 APV 
lead 1 


TAA 

TACGACTCACTATAGGACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGG 


41 




LTZ 1.1 
sal- 


CTC AAG GTT GGG GGG TCG ACC 


42 


Pol 1 


pol 1 
start + 


ACG GGC CGG CCC CCT GCG TG 


43 




Lead Sap 
1 


AAAAGCTCTTCAATTACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGGTTC 


44 




LTZ 1.1 
sal - 


CTC AAG GTT GGG GGG TCG ACC 


45 


2 


LTZ 1.1 
Xho+ 


GGC ATG TAC AAA GCT CGA GCC C 


46 




LTZ 3 . 1 
sal - 


CAT TGC AAG TGA TGT TGT CGA CAT TCC C 


47 


3 


LTZ 3 . 1 
Xho+ 


CCT CGA AAT AGG GAA TCT CGA GAA CAT CAC 


48 




F 3.82 
Sst- 


CAA GCA TAA TTG CCG CGG CGT CTC CTA CAG 
AGTGG 


49 




F 3.82 
Sst + 


CCA CTC TGT AGG AGACGC CGC GGC AAT TAT GCT 
TG 


50 




LTZ 4.6 
sal - 


GCA GGG ATT TCG CGT GGA CAT CTT C 


51 


4+5 


LTZ 4.6 
Xho+ 


CAA GTG AAG ATC TCG AGG CGA AAT CCC 


52 




LTZ 7.6 
sal- 


GAT CGT ATT CAA CTC GAG AAC TTA CCT GAC 


53 


6 + 7 


LTZ 7.6 
Xho+ 


GAT CGT ATT CAA CTC GAG AAC TTA CCT GAC 


54 




LTZ 9.9 
sal- 


GCT ATG ATC TTT TGC GTC GAC AAA GCA C 


55 


8 


LTZ 9.9 
Xho+ 


GTA CAT CCA GTG CTT TCT CGA GGC 


56 




LTZ11.9 
sal- 


CAG TGA CAG GTT TTT GGT CGA CTA TG 


57 


9 + 10 


LTZ11.9 
Xho+ 


GCT GAG GGT GAC ATA CTC GAG C 


58 


HDVR 


HDVR 
Xho- 


GCA GCC GGA CTC GAG CTC TCC C 


59 



Mit Ausnahme von LTZ 3 wurde jedes stumpf endige PCR-Produkt 
in das zweckkonstruierte Plasmid pTWF IS ligiert, das ein 
pUC 18 abgeleitetes Plasmid war, bei de~ die Sall-Stelle zu 
EcoRl verandert worden war. Das Plasmid wurde kopiert und 
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verandert unter Verwendung eines modif izierenden Primers 
(pl8-eco420- 5' TAG AAT TCA CCT GCA GGC ATG C3 1 (SEQ ID 
NO 60) in einer auf pfu basierenden PCR (Zyklus 94°C 5s, 60°C 
20s, 68°C 3 Min. [ansteigend 10s pro Zyklus nach Zyklus 5] 29 
mal wiederholt) , einem anderen Primer pl8-400+ 5' GAG GAT CCC 
CGG GTA CCG AGC3 1 (SEQ ID NO 61) . Die PCR-Produkte wurden 
iiber Nacht selbst ligiert (Bioline QS Ligase, iiber Nacht 
14 °C) und dann verwendet, urn kompetente DH5alpha Zellen 
(Invitrogen) unter Standardbedingungen (LB Agar/Broth, Xgal- 
Platten, Ampicillin 100 /Ltg/ml, 37°C) zu transf ormieren . Blaue 
Kolonien wurden selektiert und ein spezifischer 
Restriktionsendonucleaseverdau wurde durchgefuhrt , urn zu 
bestatigen, daS zwei EcoRl-Stellen vorlagen und daS die Sall- 
Stelle entfernt worden war. 

Die LTZ-Bereiche (aufier T71 und 3) wurden in die smal-Stelle 
von pTWF18 (Bioline QS Ligase, iiber Nacht 14°C) ligiert. Die 
Ligationsmischungen wurden verwendet, urn kompetente DH5alpha 
Zellen zu transf ormieren. Die gesamte Kultivierungsarbeit der 
Bakterien mit Plasmiden, die die LTZ-Genome oder Teile davon 
enthielten, v/urden bei 30 °C durchgefuhrt aufgrund von 
Stabilitatsuberlegungen. LTZ 3 wurde in pUC 18 in zwei 
Halften kloniert. Die S'-Halfte (3a, Antigenomsinn) wurde 
amplifiziert und modifiziert unt.er Verwendung der Primer LTZ 
3.1 Xho+ und F 3.82 Sst neg (siehe Tabelle 2) in einer PCR 
von 30 Zyklen (94°C 5s, 45°C 20s, 68°C 2 Min. [ansteigend 10s 
pro Zyklus nach Zyklus 5] 29 mal wiederholt) unter Verwendung 
von pf u-Polymerase . Dies wurde in die Smal-Stelle von pUC18 
ligiert und in DHSalpha kloniert (pUC18-3a) . Die Orientierung 
wurde unter Verwendung eines Sst 11, EcoRl Doppelverdaus 
uberpriift. Die 3 • -Half te (3b) wurde unter Verwendung der 
Primer F 3 . 82 Sst pos und LTZ 4.6 sal- (siehe Tabelle 2) 
unter Verwendung eines Zyklus von 94°C 5s, 50°C 20s, 6S°C 
2 Min. [ansteigend 10s pro Zyklus nach Zyklus 5] 29 mal 
wiederholt, unter Verwendung der pf u-Polymerase amplifiziert. 
Diese v/urde mit Sstll und Sail geschnitten und in Sstll und 
Sail geschnittenes pUC18-3a (Bioline QS Ligase) ligierc. Die 
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resultierende Ligationsmischung wurde verwendet, um DH5alpha 
zu transf ormieren und die resultierenden Klone wurden pLTZ 3 
RRRR benannt . 

Alle klonierten LTZ-Bereiche wurden sequenziert (Imperial 
College Medical School Service) und, wenn Mutationen 
vorlagen, wurde der Bereich rekloniert, auSer die 
Proteinsequenz war nicht betroffen. 

Das low copy Plasmid pCTPE war eine Modi fikat ion von pOLTV5 
(Peeters et al (1999), J. Virol, 23, 5001-5009), worin die 
Klonierungsef f izienz durch Entfernung von HDVR, T7 -Terminator 
und dem restlichen teilweisen lac z Genombereichen unter 
Verwendung eines ahnlichen Ansatzes wie dem, der verv:endet 
wurde, um pTWF18 zu erzeugen, verstarkt wurde. In diesem Fall 
waren beide PCR-Primer modif izierend (V5 630BE+ 5 1 CGG ATA 
TCC ACA GGA TCC GGG GAT AAC GC3 1 (SEQ ID NO 62) und V5 190 
Bam- 5' CGA GAT CCT CGA GCC GGA TCC' TC3 1 (SEQ ID NO S3) und 
fuhrten neue EcoRV stumpfendige Stellen ein, flankiert auf 
jeder Seite von BamHl-Stellen. Alle Wachstumsmedien 
enthielten Kanamycin mit 15 /zg/ml (Gibco, Invitrogen, 
Paisley, UK) . 

Das PCR-Produkt LTZ T71 wurde in die EcoRV-Stelle vcn pCTPE 
kloniert, wodurch pCTPE-LTZT71 erzeugt wurde und die 
Gesamtsequenz des Inserts wurde bestatigt . Es wurde dann mit 
Sail verdaut , worin LTZ2, ausgeschnitten aus pTWF18 (Xhol 
Sail Doppelverdau) ligiert und kloniert wurde .(DHSalpha 
(Invitrogen) , Kanamycinplatten und -broth) . Die Orientierung 
wurde durch Vergleich eines BamHl Verdaus mit einem 3amHl , 
Sail Doppelverdau uberpruf t . Das Plasmid mit dem korrekt 
orientierten Insert (pCTPE-LTZT71 , 2 ) wurde nur mit Sail 
geschnitten und dazu wurde Xhol und Sail verdaut es LTZ 3 RRRR 
hinzugefugt und wie vorher ligiert. Das Verfahren wurde in 
ahnlicher Weise vom 5'-Ende fortgefiihrt (Antigenomsinn) , bis 
das Gesamtgenom, zusammen mit dem T7- Promoter und HDVR, 
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kloniert worden war (pCTPE-LTZT7 , 1 , 2 , 3RRRR, 4 + 5 , 6+7,8,9+10- 
HDVR, besser pLTZ f 1T7 oder pLTZflpoll) . 

2. Tragerproteine 

Nucleocapsid- (N) , Phospho- (P) und Matrix 2- (M2) -Sequenzen 
von Stamm LTZ1 wurden kopiert und kloniert. Die RNA wurde 
extrahiert (Rnease, Qiagen) , die dann revers transkribiert 
und durch RT-PCR amplifiziert wurde (Superskript 2 
Invitrogen; BioX-Act, Bioline; Zyklus von 94°C 5s, 50°C 20s, 
68°C 2 Min. [ansteigend 10s pro Zyklus nach Zyklus 5] , 
wiederholt 2 9 mal) unter Verwendung von Primern (siehe 
unten) , die die T7-Promotersequenz direkt vor dem Startkodon 
von jedem Gen einfvihrte und uber jedes Stopkodon hinaus 
fortlief . 



Tabelle 3 

Sequenz von PCR- Primern, die verwendet wurden, um das 
Tragerproteingen zu vervielf altigen 



Gen 


Primer 


Sequence 5'-3 l 


SEQ ID NO | 


N 


T7-N 


TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACA AGT 
CAA 


64 i 




TGT 


CTC TTG 


i 




N 

start+ 


GTC AAA ATG TCT CTT GAA AG 


65 

i 




Pstart- 


CAG GGA AAG ACA TTG TTA C 


66 


P 


T7-P 


TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACA AGT 
AAC AAT GTC TTT CC 


67 I 

i 




Pstart+ 


GTA ACA ATG TCT TTC CCT G 


68 I 




Pstop 
neg ext 


GAC TTG TCC CAT TTT TTC ATA ACT ACA 
GAT CAA G 


69 | 


M2 


T7-M2 


TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACA AGT 
GAA GAT GTC TAG 


70 

i 




M2start 
+ 


GAT GTC TAG GCG AAA TCC C 


7i ; 




M2-1 5C 
neg 


GCA TTG CAC TTA ATT ATT GCT GTC ACC 
C 


72 


L 


T7-L 


TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGA CCA ATA 
TGG AAA TAT CCG ATG AGT C 


72 




L start 
Xho+ 


GAA TGA AAA ACA AGG ACC AAT ATG GAA 
ATA TCC GAT GAG 


74 ; 
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T7 vorfixierte Gene wurden in die smal-Stelle von pUC18 
kloniert unter Verwendung einer Verf ahrensweise, die zu der 
fur TWF oben verwendeten identisch war. PCR-Produkte ohne 
T7-Promoter wurden in die smal-Stelle von pTarget 
( Saugerexpress ionsvektor , Promega , Southhampton , UK) 
kloniert . 

Das virale Polymerasegen (L) wurde in Bereichen in die EcoRV- 
Stelle von pCTPE unter Verwendung des sequentiellen Ansatzes, 
der fur das komplette virale Genom verwendet wurde, kloniert. 
In der Reihenfolge wurden T7 L start, LTZ 6+7, LTZ8, LTZ 9+10 
in pCTPE ligiert. LTZ T7 L start war ein PCR-Produkt (30 
Zyklen 94°C 5s, 60°C 20s, 68°C 2 Min. [ansteigend 10s pro 
Zyklus nach Zyklus 5] Wiederholt 29 mal unter Verwendung von 
Pfu [Stratagene] ) , hergestellt aus der oben beschriebenen 12 
Zyklus Trailer PCR unter Verwendung der Primer T7-L (Tabelle 
3) und LTZ 7.6Xho- (Tabelle 2). LTZ T7start wurde in die CPTE 
EcoRV-Stelle ligiert, wahrend folgende Bereiche von pTWF18 
(Sail und Xhol) geschnitten und in die neue einzigartige 
Sall-Stelle ligiert wurden, die in jeder Stufe der Klonierung 
eingefuhrt wurde- Die Orientierung wurde wie bei dem 
Volllangengenom uberpruft. 

Das L-Gen wurde ebenfalls in pTarget in ahnlicher Weise v/ie 
der fur die Startersequenz beschriebenen kloniert (erzeugt 
unter Verwendung der Primer L Start Xho+ (Tabelle 2) und LTZ 
7.6Xho- (Tabelle 2)) und diesem war kein T7-Promoter 
vorgeschaltet . 

3 . Gesamtlangenkopie durch PCR-Kopie 

Das gesamte Genom, mit einem vorgeschalteten T7- Promoter, 
wurde kopiert und in 3 PCRs vervielf altigt (Bioline 
Bio-X-act, 30 Zyklen 94°C 5s, 60°C 20s, 68°C 4 Min. 
[ansteigend 10s pro Zyklus nach Zyklus 5]) unter Verwendung 
von low copy (12x) PCRs, die vorher als Matrizen erwahnt 
wurden. Die Leader- und Zentralbereiche verwendeten das APV 
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lead ext und LTZ 8.2 sal Produkt und der Trailerbereich 
verwendete das LT7 und APV trail ext Produkt. 

Die verwendeten Primer waren die folgenden: Leaderbereich, 



CGC GGC AAT TAT GCT TG3 1 (SEQ ID NO 75); Zentralbereich 
F 3.82 sst neg (5' CAA GCA TAA TTG CCG CGG CGT CTC CTA CAG 
AGT GG3 ' ) (SEQ ID NO 76) und LTZ 8.2 Sal- und der 
Trailerbereich verwendete LTZ 8.2 Xho+ und APV trail ext. Auf 
diese Weise wurden die Restriktionsendonucleasestellen von 
Sstll) und Xho/Sal an Verbindungsbereichen 3826-3831 bzw. 
8204-8209 zugefugt, um eine spatere Ligation der drei 
Bereiche zu ermoglichen, und es wurde weiterhin eine 
Veranderung der Proteinkodierung zu RRRR in F-Gen an den 
aa-Stellungen 293-296 eingefuhrt. Die Bereiche wurden mit 
Sstll geschnitten (Leaderbereich) , Sstll und Sail 
(Zentralbereich) und Xhol (Trailerbereich) und unter 
Verwendung von hoch konzentrierter T4 DNA-Ligase verbunden 
(uber Nacht, Fermentas, Deutschland, 30 U//zl) . 

4. Virusrettung 

a) unter Verwendung von Huhnerpocken-T7 - 
Po lyme rase r ekomb inan t 

Verozellen (70 % konfluent) in 35 mm Vertiefungen wurde 
einmal mit 1,0 ml.Optimem 1 gewaschen, dann mit Huhnerpocken- 
T7-Polymeraserekombinant mit einer MOI von 0/2 infiziert. 
Nach einer Inkubationszeit von 1 Std. wurde das Medium 
entfernt und die Zellen wurden mit 1 ml Optimem 1, dann mit 
2 ml gewaschen. 

MEM (5 %) FCS wurde zugefugt. DNA/Fugene 6 (Boehringer 
Mannheim, Lewes, UK) Komplex v/urde durch Vermischen von 4 
klonierten Tragerproteingenen N, P, M2 in pUC18 (jeweils 
0,5 /ig) , L in pTWF18 (50 ng) , Volllangengenom (1 fig entweder 
in pCPTE kloniert oder als ligiertes PCR-Produkt) und 10 ptl 



T7-APV lead 1 und F 3.82 sst pos 



(5» CCA CTC TGT AGG AGA CGC 
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FugeneG (Boehringer Mannheim) hergestellt und gelost in 
300 /zl dMEM. Nach einem vollstandigen Vermischen wurde diese 
Mischung tropf chenweise auf Zellen unter vorsichtigem 
Schutteln hinzugefiigt. 

Funf Tage spater wurde der Uberstand gesammelt, durch einen 
0,2 fxm Filter gefuhrt und verwendet, urn frische Verozellen zu 
inokulieren. CPE wurde beobachtet und die Zellen wurden auf 
Gegenwart von TRT- Antigen unter Verwendung von indirektem 
Immunof luoreszenzf arben gefarbt. Es wurde bestatigt, daS das 
Virus von der hergestellten Volllangenkopie abstammte, indem 
PCR-Kopien von den einzigartigen RRRR-Regionen des F-Gens und 
anderen Sall/Xhol Verbindungsregionen sequenziert wurden. 

b) unter Verwendung von zellularer ribosomaler poll RNA- 
Polymerase 

Verozellen (70 % konfluent) oder CEFs in '35 mm Vertiefungen 
wurden einmal mit 1,0 ml Optimem 1 gewaschen; dann wurden 
2 ml MEM (5 %) FCS zugefugt. Der DNA/Fugene 6 (Boehringer 
Mannheim) Komplex wurde hergestellt, indem die vier 
klonierten Tragerproteingene N, P, M2 (jeweils 0,5 fig), L 
(50 /ig) in pTarget, poll Volllangengenom (1 /ig, kloniert in 
pCPTE) und 10 jzl Fugene 6 (Boehringer Mannheim) gemischt und 
in 300 /il dMEM gelost wurden. Nach einem vollstandigen 
Vermischen wurde diese Mischung tropf chenweise auf Zellen 
unter vorsichtigem Schutteln zugefugt. 

Funf Tage spater wurden die Zellen gef riergetrocknet und die 
geklarten Uberstande wurden verwendet, urn frische Zellen zu 
infizieren. CPE wurde beobachtet und die Zellen wurden im 
Hinblick auf die Gegenwart von TRT-Antigen unter Verwendung 
von indirekter Immunof luoreszenzf arbung gefarbt. Es wurde 
bestatigt, daS das Virus von der hergestellten 
Volllangenkopie abstammte, indem die PCR-Kopien von den 
einzigartigen RRRR-Regionen des F-Gens und Sall/Xhol 
Bindungsregionen sequenziert wurden. 
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Sequenzen - Uberblick 



Seq ID NO 

Modifizierte aa 293-296 

1: 

RRRR 

.2; 
RRRK 

3: 

RRKK 
4: 

RKKK 
5: 

KKKK 
6: 

KKKR 

7: . 
KKRR 

8: 

KRRR 
9: 

SKKK 

10: 
SRRR 

11: 
SKKR 

12: 
SKRR 

13 : 
SRRK 

14 : 
SRKR 

15 : 
SKRK 



16: 
KGKK 
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17: 
KGRR 

18: 
KGRK 

19: 
KG ICR 

20: 
RGKK 

21: 
RGRR 

22 : 
RGRK 

23: 
RGKR 



WILD-TYP aa 293-296 APV und hMPV 



24 : 
RKEK 

25: 
RHER 

26: 
SGKD 

27: 
SGKK 



FrProtein von hMPV mit modif izierten aa 293-2.96 



MSWKWIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 
ADGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
IKLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCRRRRGNYA 
CLLREDQGW YCQNAGSTVY YPNE KDCETRGDHVFCDTAAG I NVAEQS KECN INI STTN Y P 
CKVSTGRHPISMVALS PLGALVACYKGVSCS IGSNRVGI IKQLNKGCS YITMQDADTVTI 
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 
LSSAEKGNTGFIIVIILIAVLGSTMILVSVFIIIKKTKKPTGAPPELSGVTtTNGFIPHN 



28: 



29: 
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MSWKWIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 
ADGPS L I KTELDLTKS ALRELRTVS ADQLAREEQI ENPRQSRF VLGAI ALG VATAAAVTA 
GVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
IKLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCRRRKGNYA 
CLLREDQGW YCQNAGSTVY YPNEKDCETRGDHVFCDT AAG INVAEQS KECN IN I STTN YP 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLS KVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 
LSSAEKGNTGFIIVIILIAVLGSTMILVSVFIIIKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN 



MSWKWI I FSLLITPQHGLKES YLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 
ADGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
IKLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCRRKKGNYA 
CLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLS KVEGEQHVIKGRPVSSS FDPVKFPEDQFNVALDQVFES I ENSQALVDQSNR I 
LSSAEKGNTGFI IVI ILIAVLGSTMILVSVFI I 1 KKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN 



MSWKWI I FSLLITPQHGLKES YLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 
ADGPS LI KTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
I KLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGS S VI YMVQLP I FGVI DTPCW I VKAAPSCKKRRGN YA 
CLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 
LSSAEKGNTGFI IVI ILIAVLGSTMILVSVFI I IKKTKKPTGAPPELSGVTMNGFIPHN 



MSWKWIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTN\'FTLEVGDVENLTC 
ADGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAI AKT I RLES E VTA I KNALKKTNEAVSTLGNG VRVL ATAVRELKD F VS KNLTRAI NKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
I KLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGS S VI YMVQLP I FGVIDTPCWIVKAAPSCKRRRGNYA 
CLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQS KECN INI STTN YP 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLS KVEGEQHV I KGRPVS S S FD PVKFPEDQFNVALDQVFES I ENSQALVDQSNRI 
LSSAEKGNTGFI IVI ILIAVLGSTMILVSVFI 1 1 KKTKKPTGAPPELSGVTNNGFI PHN 



MSWKWI I FSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVrTLEVGDVENLTC 
ADGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQ 
IKLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGSSVI YMVQLP I FGVIDTPCWIVKAAPSCSRRRGNYA 



30: 



31: 



32 : 



33 : 
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CLLREDQGW YCQNAGSTV Y YPNEKDCETRGDHVFCDTAAG I N VAEQS KECN I N I STTN Y P 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 
LS S AE KGNTG FIIVIILI AVLGS TM I L VS VF 1 1 1 KKTKKPTGAP P E LSG VTNNG F I PHN 



MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC 
ADGPSLIKTELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTA 
GVAIAKT I RLE S EVTAI KNALKKTNE AVSTLGNG VRVLAT AVRE LKD F VS KNLTRAINKN 
KCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNWRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVSMMPTSAGQ 
IKLMLENRAMVRRKGFGFLIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCRGRRGNYA 
CLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP 
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 
LSSAEKGNTGFIIVIILIAVLGSTMILVSVFIIIKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN 



PRIMER 

35: 

APV lead 

CGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGG 



36:. 

M2start+ 

GATGTCTAGGCGAAATCCCTGC 
37: 

APV lead ext 

ACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGGTTCT 
38: 

LTZ 8.2 sal neg 
GGGTATCTATGATGGTCGACAGATGTG 

39: 
LT7 

TTAATACGACTCACTATAGGACCAATATGGAAATATCCGATGAG 
40: 

APV trail ext 

GCTAAAAATTTGATGAATACGGTTTTTTTCTCGT 



34: 



41: 



T7 APV leadl 



TAATACGACTCACTATAGGACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGG 



42: 

LTZ 1.1 sal - 
CTCAAGGTTGGGGGGTCGACC 
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43 : 

pol 1 start* 
ACGGGCCGGCCCCCTGCGTG 

44: 

Lead Sap 1 

AAAAGCTCTTCAATTACGAGAAAAAAACGCATTCAAGCAGGTTC 
45: 

LTZ l.l sal - 
CTCAAGGTTGGGGGGTCGACC 

46: 

LTZ^ 1 . 1 Xho+ 
GGCATGTACAAAGCTCGAGCCC 

47: 

LTZ 3.1 sal - 

CATTGCAAGTGATGTTGTCGACATTCCC 
48: 

LTZ 3.1 Xho+ 

CCTCGAAATAGGGAATCTCGAGAACATCAC 
49: 

F 3.82 Sst- 

CAAGCATAATTGCCGCGGCGTCTCCTACAGAGTGG 
50: 

F 3.82 Sst+ 

CCACTCTGTAGGAGACGCCGCGGCAATTATGCTTG 
51: 

LTZ 4.6 sal - 
GCAGGGATTTCGCGTGGACATCTTC 

52: 

LTZ 4.6 Xho+ 

CAAGTGAAGATCTCGAGGCGAAATCCC 
53: 

LTZ 7.6 sal- 

GATCGTATTCAACTCGAGAACTTACCTGAC 
54: 

LTZ 7.6 Xho+ 

GATCGTATTCAACTCGAGAACTTACCTGAC 
55 : 

LTZ 9.9 sal- 

GCTATGATCTTTTGCGTCGACAAAGCAC 
56: 

LTZ 9.9 xho+ 
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GTACATCCAGTGCTTTCTCGAGGC 
57: 

LTZ11.9 sal- 

CAGTGACAGGTTTTTGGTCGACTATG 
58: 

LTZ11.9 xho+ 
GCTGAGGGTGACATACTCGAGC 

59: 

HDVR Xho- 

GCAGCCGGACTCGAGCTCTCCC 
60: 

pl8-eco420- 

T AG AATTC ACCTG C AGG C ATGC 
61: 

pl8-400+ 

GAGGATCCCCGGGTACCGAGC . 
62: 

V5 630BE+ 

CGGATATCCACAGGATCCGGGGATAACGC 
63: 

V5 190 Bam- 

CGAGATCCTCGAGCCGGATCCTC 

64: 
T7-N 

TTAATACGACTCACTATAGGGACAAGTCAAAAATGTCTCTTG 
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65: 
N start+ 
GTCAAAATGTCTCTTGAAAG 

66: 

Pstart- 

CAGGGAAAGACATTGTTAC 
67: 

T7-P 

T TAATACGAC TCACTATAGGGACAAGT AACAATGTC TTTCC 

68: 
Pstart + 
GTAACAATGTCTTTCCCTG 



69: 

Pstop neg ext 
GACT TGTCCCATTTT T TCATAACTACAGATCAAG 

70: 
T7-M2 

TTAATACGACTCACTATAGGGACAAGTGAAGATGTCTAG 

71: 
M2start+ 

GATGTCTAGGCGAAATCCC 

72: 
M2-l at neg 
GCATTGCACTTAATTATTGCTGTCACCC 

73: 

T7-L 

T TAATACGACTCAC TATAGGACCAAT ATGGAAATATCCGATGAGTC 





WO 03/097089 



PCT/EP03/05187 



42 



74: 



L start Xho+ 



GAATGAAAAACAAGGACCAATATGGAAATATCCGATGAG 



75: 

F3 . 82sstpos 

CCACTCTGTAGGAGACGCCGCGGCAATTATGCTTG 

- 76: 

F3 . 82sstneg 

CAAGCATAATTGCCGCGGCGTCTCCTACAGAGTGG 



Wildtyp aa 323 - 328 von RSV 

77 : 

Human RSV F 323-328 
TTNTKE 



78: 

human RSV F 323-328 
TTNIKE 



79: 

Bovine RSV F 323-328 
TTDNKE 
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Patentanspruche 



1. Impfstoff gegen ein Mitglied der Gattung Metapneumovirus 
oder RSV oder ein Virus, das eine bedeutsame genetische 

•Homologie mit einem Mitglied der Gattung Metapneumovirus 
im Bereich des P- Proteins aufweist, dadurch 
gekennzeichnet , dalS er ein Virus oder einen Teil eines 
Virus umfafit, wobei das Virus in Region aa 293-296 der 
Aminosauresequenz des F-Proteins (Fusionsprotein) oder 
in einer Region mit derselben Funktionalitat , wie z.B. 
aa 323-328 bei RSV, im Vergleich zum Wildtypvirus 
modifiziert ist. 

2. Impfstoff gemafi Anspruch 1, wobei das Virus ein 
Lebendvirus ist. 

3. Impfstoff gemaS Anspruch 1, wobei das Virus ein . 
attenuiertes Lebendvirus ist. 

4. Impfstoff gemafi einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die 
Modifikation eine Stabilisierung der Region aa 293-296 
oder einer Region mit derselben Funktionalitat wie 

aa 323-328 bei RSV umf aSt . 

5. Impfstoff gemafi Anspruch 4, wobei die Stabilisierung 
durch Substitution von Kodons erreicht wird, die fur die 
Aminosauren in der Region kodieren, durch Kodons, die 
mehr Mutationen benotigen, urn zum Wildtypvirus . 
zuruckzukehren . 

6. Impfstoff gemafi Anspruch 4 oder 5, wobei die 
Stabilisierung durch Substitution von Kodons, die fur 
Aminosauren in der Region kodieren, durch Kodons 
erreicht wird, die mit geringerer Wahrscheinlichkeit zu 
einem Kodon zuruckmutieren, das fur Glutaminsaure 
kodiert . 
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7. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei die Modifikation in der Region 

aa 2 93-296 oder einer Region mit derselben 
Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, die Substitution 
von mindestens einer nichtbasischen Aminosauren durch 
mindestens eine basische Aminosaure umf a&t . 

8. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei die Modifikation das Hinzufiigen von 
mindestens einer Aminosaure umfaSt. 

9. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche 1 bis 7 , wobei die Modifikation die Deletion 
von mindestens einer sauren Aminosaure umf aSt . 

10. Impfstoff gemaiS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche 1 bis 8, wobei die Modifikation die 
Substitution von" mindestens einem Glutaminsaurerest 
durch mindestens eine basische Aminosaure umf a£t . 

11. Impfstoff gemaJS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei die mindestens eine basische Aminosaure 
ausgewahlt ist aus der folgenden Gruppe Arginin, Lysin 
und/oder Histidin. 

12. Impfstoff gemaS Anspruch 11, wobei die mindestens eine 
basische Aminosaure Arginin und/oder Lysin ist. 

13. Impfstoff gemaiS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei die Region aa 293-296 des Wildtypvirus 
eine Sequenz hat wie dargestellt in einer der SEQ ID 

NO 24 'bis 27. 

14. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei die Region aa 293-296 des attenuierten 
Virus eine Sequenz aufweist wie dargestellt in einer der 
SEQ ID NO 1 bis 23. 
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15. Impfstoff gemaS Anspruch 13 und/oder 14, wobei die 
Region aa 293-296 des Wildtypvirus eine Sequenz wie 
dargestellt in SEQ ID NO 24 aufweist und wobei die 
Region" des attenuierten Virus eine Sequenz wie 
dargestellt in SEQ ID NO 1 aufweist. 

16. Impfstoff gemaS einem der Anspruche 13 und/oder 14, 
wobei die Region aa 2 93-296 des Wildtypvirus eine 
Sequenz wie dargestellt in SEQ ID NO 27 aufweist und 
wobei diese Region des attenuierten Virus eine Sequenz 
wie dargestellt in SEQ ID NO 1, 2, 10 oder 21 aufweist. 

17. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei eine Modifikation in Region aa 293-296 
gewahlt wird, urn einen Impfstoff gegen APV oder hMPV 
bereitzustellen, wahrend eine Modifikation in Region 

aa 323-328 gewahlt wird, urn einen Impfstoff gegen RSV 
bereitzustellen. 

18. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
17, wobei das Me tapneumo virus menschliches 
Metapneumovirus ist . 

19. Impfstoff gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
17, wobei das Metapneumovirus aviares Metapneumovirus 
ist, insbesondere APV. 

20. Impfstoff gemaft einem oder mehreren der vorstehenden 
Anspruche, wobei das attenuierte Lebendvirus mit einem 
geeigneten Hilfsstoff und/oder Trager und/oder Adjuvans 
formuliert ist. 

21. Impfstoff gemaS Anspruch 20, wobei das Virus ein 
attenuiertes Virus ist und wobei es mit einer geeigneten 
Menge Interleukin-6 (IL-6) formuliert v/ird. 
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22. Impfstoff gemafi Anspruch 20, wobei das Virus ein 
attenuiertes Virus ist und wobei es mit einer geeigneten 
Menge Interleukin-12 (IL-12) oder Interleukin-18 (IL-18) 
formuliert wird, 

23. Verfahren fur die Herstellung eines Impfstoffs, 
gerichtet gegen Mitglieder der Gattung Metapneumovirus 
oder RSV oder ein Virus, das eine bedeutende genet ische 
Homologie im F-Proteinbereich mit einem Mitglied der 
Gattung Metapneumovirus aufweist, wobei das Verfahren 
die folgenden Schritte umfaSt: 



a) Bereitstellung eines virulenten Virus, gegen das 
ein Impfstoff entwickelt werden soil, 

b) Bereitstellung einer Modif ikation in der 
Nucleinsauresequenz, die fur Region aa 2 93-296 des 
F-Proteins kodiert oder einer Region mit derselben 
Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, des Virus 
und 



c) Erhalt eines attenuierten Lebendvirus , umfassend 
die obige Modif ikation. 

24. Verfahren gemafi Anspruch 23, wobei die Modif ikation eine 
Modifikation wie definiert in einem der Anspruche 2 bis 
16 betrifft. 

25. Verfahren gemafi Anspruchen 23 oder 24, wobei das Virus 
ein Virus ist, ausgewahlt aus der Gruppe wie definiert 
gema£ einem der Anspriiche 17 bis 19. 

26. Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspruche 23 bis 
25, wobei die Bereitstellung einer Modifikation wie 
folgt erhalten wird: 
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i) Herstellung einer Volllangen-DNA-Kopie des viralen 
Genoms des Virus, gegen das ein Impfstoff 
entwickelt werden soil, 

ii) Bereitstellung von Kopien von Volllangen-DNA durch • 
Ligation von Teillangen PCR-Produkten, die eine 
Veranderung in Region aa 293-296 einfuhren oder in 
eine Region mit derselben Funktionalitat , wie 

aa 323-328 bei RSV, • 

iii) Virusrettung von den Volllangen-DNA-Kopien unter 
Verwendung von z.B. Huhnerpocken-T7~ Polymerase - 
Rekombinant oder zellularer ribosomaler poll RNA- 
Polymerase . 

27. Attenuiertes Lebendvirus, das zur Gattung 
Metapneumovirus oder Pneumovirus gehort, dadurch 

. gekennzeichnet, daS es. eine Modification im Bereich 
aa 293-296 des F-Proteins oder in einem Bereich mit 
derselben Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, 
umf aSt . 

28. Attenuiertes Lebendvirus gemafc Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modi fikat ion eine Modi fikat ion 
wie definiert in einem der Anspruche 2 bis 16 ist. 

2 9. . Attenuiertes Lebendvirus gemaS Ansprvichen 27 oder 28, 

wobei das Virus ein Virus ist wie definiert in einem der 
Anspruche 17 bis 19. 

30. Wirtszelle, umfassend ein Virus gemaS einem der 
Anspriiche 27 bis 29. 

31. DNA- oder cDNA-Sequenz wie definiert in einer der SEQ ID 
NO 28, 29, 30, 31, 32, 33 oder 34. 
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32. RNA-Sequenz korrespondierend zu der DNA- oder cDNA- 
Sequenz wie definiert in Anspruch 31. 

3.3. F-Protein eines Mitglieds der Gattung Metapneumovirus 
oder RSV oder eines Virus, daseine bedeutende 
genetische Homologie im F-Protein zu einem Mitglied der 
Gattung Metapneumovirus aufweist, dadurch 
gekennzeichnet , dafi es eine Modifikation in der 
aa 293-296 Region oder einer Region mit derselben 
Funktionalitat , wie aa 323-328 bei RSV, wie definiert in 
einem der Anspruche 1 bis 16 umfafit. 

34. Vektor, umfassend die DNA-, cDNA- oder RNA-Sequenz gemafi 
Anspruchen 31 oder 32. 

35. Attenuiertes Lebendvirus, erhaltlich durch das Verfahren 
gemaS einem oder mehreren der Anspruche 23 bis 26. 

36. Plasmid, umfassend die DNA- , cDNA- oder RNA-Sequenz 
gemaS Anspruch 31 oder 32. 

37. Verwendung des F-Proteins wie definiert in Anspruch 33 
oder des attenuierten Lebendvirus wie definiert in 
Anspruche 27 bis 29 oder 35 fur die Herstellung eines 
Impfstoffs zur Verhinderung einer Storung oder 
Erkrankung, ausgelost durch einen der Viren wie 
definiert in einem der Anspruche 17 bis 19. 

38. Primer, gekennzeichnet durch eine der SEQ ID NO 35 bis 
76. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Heinz Lohmann Animal Health GmBh&Co KG 

<120> Attenuierung von Me napneumo virus 

<130> 91691ra6 

<140> 
<141> 

<160> 79 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 4 
<212>PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der >ur.st lichen Sequenz: Peptid 
<400> 1 

Arg Arg Arg Arg 
1 



<210> 2 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kur.stlicher. Sequenz: Peptid 



<400> 2 
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Arg Arg Arg Lys 



1 



<210> 3 ' 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Peptid 
<400> 3 

Arg Arg Lys Lys .> 



<210> 4 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Peptid 
<400> 4 

Arg Lys Lys Lys 



<210> 5 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Peptid 



1 



1 
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<400> 5 



Lys Lys Lys Lys 



1 



<210> 6 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kCiastlichen Sequenz: Peptid 
<400> 6 

Lys Lys Lys Arg 



<210> 7 
<211> 4 
<212> PR? 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Peptid 
<400> 7 

Lys Lys Arg Arg 



1 



1 



<210> 8 



<211> 4 



<212> PRT 



<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pep- id 
<400> 8 



<210> S 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> 3eschreibung der kCr.st lichen Sequenz: Pepzid 
<400> 9 

Ser Lys Lys Lys 



<210> 10 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kur.stlichen Sequenz: Pep-id 

<400> 10 

Ser Arc Arg Arg 



Lys Arc Arg Arc 



1 



1 



1 



<210> 11 
<211> 4 
<212> ?RT 
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<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pepcid 

<400> 11 

Ser Lys Lys Arg 



<210> 12 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pep-id 

<400> 12 

Ser Lys Arg Arg 



<210> 13 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: ?ezzid 

<400> 13 

Ser Arg Arg Lys 



1 



1 



1 



<210> 14 
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<211> 4 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<22.0> 

<223> Beschreibung cler kunstlichen Sequenz: Peptid 
<400> 14 

\_ 

Ser Arg Lys Arg 



<210> 15 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pep-id 

<400> 15 

Ser Lys Arg Lys 



<210> 16 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pep-id 



1 



1 



<400> 16 
Lys Gly Lys Lys 
1 
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<210> 17 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche. Sequenz. 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pepcid 

<400> 17 

Lys Gly Arg Arg 



<210> 18 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pepzid 

<400> 18 

Lys Gly Arg Lys 



<210> 19 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung cer kUnstlichen Sequenz: Pepiid 



1 



1 



<400> 19 

Lys Gly Lys Arg 





WO 03/097089 



PCT/EP03/05187 



8/47 



1 



<210> 20 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Peptid 

<400> 20 

Arg Gly Lys Lys 



<210> 21 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Peptid 

<400> 21 

Arg Gly Arg Arg 



1 



1 



<210> 22 



<211> 4 



<212> PRT 



<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Peptid 
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<400> 22 



Arg Gly Arg Lys 



1 



<210> 23 
<2li> 4 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Pepcid 

<400> 23 

Arg Gly Lys Arg 



<210> 24 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Peczid 

<400> 24 

Arg. Lys Glu Lys 



1 



1 



<210> 25 



<211> 4 



<212> PRT 



<213> APV-Virus Typ B 



<400> 25 



WO 03/097089 



10/47 



PCT/EP03/05187 



Arg His Glu Arg 
1 

<210> 26 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> APV-Virus Typ C 

<400> 26 
Ser Gly Lys Asp 
1 

<210> 27 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kumanes Metapneumovirus 

<400> 27 
Ser Gly Lys Lys 
1 

<210> 28 
<211> 539 
<212> PRT 

<213> humanes Metapneumovirus 
<220> 

<223> modif iziertes F-Pro.ein 
<400> 28 

Met Ser Trp Lys Val Val lie lie Phe Ser Leu Leu lie Thr Pro Gin 
1 5 10 15 

His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr lie Thr 
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20 



25 



30 



Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arc Thr Gly Trp Tyr Thr Asn Val Phe 
35 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu lie Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp Glr. Leu Ala Arg Glu Glu Gin lie Glu 
85 90 95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala lie Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val. Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 12: 125 

Arg Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp = r.e Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170- 175 

lie Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 185. 193 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg =r.= Leu Asn Val Val Arg Gin Phe Ser 
195 2:: 205 



Asp Asn Ala Gly He Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu 'Aez Thr Asp 
210 215 220 
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Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 f 240 

He Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu He Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
260 265 270 

Leu Pro He Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Arg Arg Arg Arg Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
290 295 300 

Glu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320. 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly He Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 360 365 

Pro lie Ser Met Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 33C 

Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arc Val Gly He He 
385 390 395 400 

Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr He Thr Asr. Gin Asp Ala Asp 



405 



410 



415 
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Thr Val Thr lie Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Vai Glu Gly 
420 425 43C 

Glu Gin His Val lie Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser ?he Asp Pro 
435 440 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Glr. Val Phe 
450 455 460 

Glu Ser lie Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg He 
465 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Asn Thr Gly Phe lie He Val He He 
485 450 495 

Leu He Ala Val Leu Gly Ser Thr Met He Leu Vai Ser Val Phe He 
500 505 510 

He He Lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 

Gly Val Thr Asn Asn Gly Phe He Pro His Asn 
530 535 



<210> 29 
<211> 539 
<212> PRT 

<213> humanes Metapneumovirus 
<220> 

<223> modif iziertes F-Protein 
<400> 29 

Met Ser Trp Lys Val Val He He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
15 i: 15 
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His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr He Thr 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Asn Val Phe 
"35 40 -45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
5C 55 60 

Ser Leu He Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arc Thr Val Ser Ala Asp Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin He Glu 
85 90 95 

Asn Pre Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala He Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 16C 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 

He Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 185 190 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asn Val Val Arg Gin Phe Ser 
155 200 205 



Asp Asn Ala Gly He Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu Met Thr As? 
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210 



215 



22C 



Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 240 

lie Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arc Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu He Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Kez Val Gin 
260 265 270 

Leu Pro He Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Arg Arg Arg Lys Gly Asn Tyr Aia Cys leu Leu Arg 
290 295 3GC 

Glu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val ?he Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly He Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 

340 345 ' 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg Kis 
355 360 365 

Pro He Ser Met Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly. Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 35C 



Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arc Val Gly He He 



385 



390 



395 



Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr He Thr Asr. Gin ksz Ala Asp 
405 410 415 
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Thr Val Thr lie Asp 
420 

Glu Gin His Val. lie 
435 

Val Lys Phe Pro Glu 
450 

Glu Ser lie Glu Asa 
465 

Leu Ser Ser Ala Glu 
485 

Leu lie Ala Val Leu 
500 

lie lie Lys Lys Thr 
515 

Gly Val Thr Asn Asn 
530 



Asn Thr Val Tyr Gin Leu 
425 

Lys Gly Arg Pro Val Ser 
440 

Asp Gin Phe Asn Val Ala 
455 

Ser Gin Ala Leu Val Asp 
470 475 

Lys Gly Asn Thr Gly Phe 
490 

Gly Ser Thr Met lie Leu 
505 

Lys Lys Pro Thr Gly Ala 
520 

Gly Phe lie Pro His Asn 
535 



Ser Lys Val Glu Gly 
4 30 

Ser Ser Phe Asp Pro 
4-15 

Leu Asp Gin Val Phe 
460 

Gin Ser Asn Arg lie 
480 

lie lie Val lie He 
495 

Val Ser Val Phe He 
510 

Pre Pro Glu Leu Ser 
525 



<210> 30 
<211> 539 
<212> PRT 

<213> humanes Metapneumovirus 
<220> 

<223> modif iziertes F-?rotein 
<400> 30 

Met Ser Trp Lys Val Val He He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
15 10 15 
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His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr lie Thr 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Asp. Val Phe 
35 40 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu lie Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 .80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin lie Glu 
85 90 95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala lie Ala Leu Gly Val 
100 105 11C 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He' Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg Leu Giu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 



He Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 185 15: 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asn Val Val Arg Glr. Phe Ser 
195 200 205 
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Asp Asn Ala Gly lie Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu Met Thr Asp 
210 215 220 

Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 240 

He Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu lie Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
260 265 , 270 

Leu Pro lie Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Arg Arg Lys Lys Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
290 295 300 

Glu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly He Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 360 365 

Pro He Ser Met Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 38C 



Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arr Val Gly He He 
385 330 395 400 



Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr He Thr Asr. Gin Asp Ala Asp 
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405 410 415 

Thr Val Thr lie Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Val Glu Gly 
420 425 430 

Glu Glr. His Val He Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser Phe Asp Pro 
435 440 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Gin Val Phe 
45'! 455 460 

Glu Ser He Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg He 
465 v 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Asn Thr Gly Phe He He Val He He 
485 490 495 

Leu He-Ala Vai Leu Gly Ser Thr Met He Leu Val Ser -Val Phe'Ile 
500 505 510 

He He lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 

Gly Val rhr Asn Asn Gly Phe He Pro His Asn 
531 535 



<210> 51 
<211> 539 
<212> ??.7 

<213> hurr.anes Me tapneumo virus 
<220> 

<223> r.saifiziertes F-Protein 

<400> 

Met Ser Trp Lys Val Vai He He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
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10 



15 



His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr lie Thr 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Asn Val Phe 
35 40 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu He Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin He Glu 
85 90 95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala' He Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145' • " 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 



:le Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Me . Ala Val Ser 

180 185 is: 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asr. Val Val Arc Gin Phe Ser 
195 200 205 
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Asp Asn Ala Gly He Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu Met Thr Asp 
210 215 220 

Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 240 

He Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu He Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
260 265 270 

Leu Pro lie Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Lys Lys Arg Arg Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
•290 295 300 

Giu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Giy Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly He Asn Val Ala Giu Glr. Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 360 365 

Pro He Ser Met Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 380 

Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Ar? Val Gly He He 
365 390 355 40C 
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Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr He Thr Asn Gin Asp Ala Asp 
405 410 415 

Thr Val Thr He Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Val Glu Gly 
420 425 430 

Glu Gin His Val He Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser Phe Asp Pro 
435 440 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Gin Val Phe 
450 455 460 

Glu Ser He Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg He 
465 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Asn Thr Gly Phe He He Val He He 
485 490 495 

Leu He Ala Val Leu Gly Ser Thr Met lie Leu Val Ser Val Phe He 
500 505 510 

He He Lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 

Gly Val Thr Asn Asn Gly Phe He Pro His Asn 
530 535 



<210> 32 
<211> 539 
<212> PRT 

<213> humanes Metapneumovirus 
<220> 

<223> modif iziertes F-Protein 



<400> 32 
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Met Ser Trp Lys Val Val lie He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
15 10 15 

His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr He .Thr 
20 25 20 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Asn Val Phe 
35 40. 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala As? Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu He Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu A'rg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin He Glu 
85 90 95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala lie Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asr. Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 



He Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 185 150 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asn Val Val Arc Gin Phe Ser 
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1S5 200 205 

Asp Asn Ala Gly lie Thr Pro Ala lie Ser Leu Asp Leu Met Thr Asp 
210 215 220 

Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 240 

lie Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu lie Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
260 265 270 

Leu Pro He Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Lys Arg Arg Arg Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
290 295 300 

Glu Asp Gir. Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys A.sp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly . He Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 ■ 350 

Asn lie Ser Thr Thr Asn Tyr Pre Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 360 365 

Pro He Ser Hez Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 380 



Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arc Val Gly lie He 
385 390 395 400 
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Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr lie Thr Asn Gin Asp Ala Asp 
405 410 415 

Thr Val Thr lie Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Val Glu Gly 
420 425 430 

Glu Gin His Val He Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser Phe Asp Pro 
435 440 ' 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Gin Val Phe 
450 455 460 

Glu Ser lie Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg He 

465 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Asn Thr Gly Phe He He Val He He 
485 450 495 

Leu He Ala Val Leu Gly Ser Thr Met lie Leu Val Ser Val Phe He 
500 505 510 

He He Lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 

Gly Val Thr Asn Asn Gly Phe He Pro His Asn 
530 535 



<210> 33 
<211> 539 
<212> PRT 

<213> hunanes Metapneumovirus 



<220> 

<223> mociif iziertes F-Protein 
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<400> 33 

Met Ser Trp Lys Val Val lie He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
15 10 15 

His. Gly Leu Lys. Glu 'Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr He Thr 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Asn Val Phe 
35 40' 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asn Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu He Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin He Glu 
85 90 .95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala He Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 14 0 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asn Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 



He Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 185 190 



WO 03/097089 PCT/EP03/051 87 

27/47 



Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asn Val Val Arg Gin Phe Ser 
195 200 205 

Asp Asn Ala Gly lie Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu Met Thr Asp 
210 215 220 

Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Wet Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 * 230 235 240 

He Lys Leu Met Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu He Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
260 265 270 

Leu Pro He Phe Gly Val He Asp Thr Pro Cys Trp lie Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Ser Arg Arg Arg Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
290 295 300 

Glu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly He Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 360 365 

Pro He Ser Met Val Ala Leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 380 



Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arg Val Gly He He 
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385 



390 



395 



400 



Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr lie Thr Asn Gin Asp Ala Asp 
405 410 415 

Thr Val Thr lie Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Val Glu Gly 
420 425 430 

Glu Gin His Val lie Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser Phe Asp Pro 
435 440 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Gin Val Phe 
450 455 460 

Glu Ser He Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg He 
465 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Ash Thr Gly Phe He He Val He lie 
485 490 495 

Leu He Ala Val Leu Gly Ser Thr Met He Leu Val Ser Val Phe He 
500 505 510 

He He Lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 



Gly Val Thr Asn Asn Gly Phe He Pro His Asn 
530 ■ 535 



<210> 34 
<211> 539 
<212> ?RT 

<213> humanes Metapneumo virus 



<220> 

<223> r.odif iziertes F-Frotein 
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<400> 34 

Met Ser Trp Lys Val Val He He Phe Ser Leu Leu He Thr Pro Gin 
1 5 .10 .15 

His Gly Leu Lys Glu Ser Tyr Leu Glu Glu Ser Cys Ser Thr lie Thr 
20 25 30 

Glu Gly Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr ?.sn Val Phe 
35 40 45 

Thr Leu Glu Val Gly Asp Val Glu Asa Leu Thr Cys Ala Asp Gly Pro 
50 55 60 

Ser Leu He Lys Thr Glu Leu Asp Leu Thr Lys Ser Ala Leu Arg Glu 
65 70 75 80 

Leu Arg Thr Val Ser Ala Asp. Gin Leu Ala Arg Glu Glu Gin He Glu 
85 90 95 

Asn Pro Arg Gin Ser Arg Phe Val Leu Gly Ala He Ala Leu Gly Val 
100 105 110 

Ala Thr Ala Ala Ala Val Thr Ala Gly Val Ala He Ala Lys Thr He 
115 120 125 

Arg .Leu Glu Ser Glu Val Thr Ala He Lys Asn Ala Leu Lys Lys Thr 
130 135 " 140 

Asn Glu Ala Val Ser Thr Leu Gly Asr. Gly Val Arg Val Leu Ala Thr 
145 150 155 160 

Ala Val Arg Glu Leu Lys Asp Phe Val Ser Lys Asn Leu Thr Arg Ala 
165 170 175 



He Asn Lys Asn Lys Cys Asp He Ala Asp Leu Lys Met Ala Val Ser 
180 165 190 
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Phe Ser Gin Phe Asn Arg Arg Phe Leu Asn Val Val Arg Gin Phe Ser 
195 200 205 

Asp Asn Ala Gly lie Thr Pro Ala He Ser Leu Asp Leu Me* Thr- Asp 
210 215 220 

Ala Glu Leu Ala Arg Ala Val Ser Asn Met Pro Thr Ser Ala Gly Gin 
225 230 235 240 

He Lys Leu Me- Leu Glu Asn Arg Ala Met Val Arg Arg Lys Gly Phe 
245 250 255 

Gly Phe Leu He Gly Val Tyr Gly Ser Ser Val He Tyr Met Val Gin 
26C 265 270 

Leu Pro He Phe Gly Val lie Asp Thr Pro Cys Trp He Val Lys Ala 
275 280 285 

Ala Pro Ser Cys Arg Gly Arg Arg Gly Asn Tyr Ala Cys Leu Leu Arg 
290 295 300 

\ 

Glu Asp Gin Gly Trp Tyr Cys Gin Asn Ala Gly Ser Thr Val Tyr Tyr 
305 310 315 320 

Pro Asn Glu Lys Asp Cys Glu Thr Arg Gly Asp His Val Phe Cys Asp 
325 330 335 

Thr Ala Ala Gly lie Asn Val Ala Glu Gin Ser Lys Glu Cys Asn He 
340 345 350 

Asn He Ser Thr Thr Asn Tyr Pro Cys Lys Val Ser Thr Gly Arg His 
355 36G 365 



Pro He Ser Me- Val Ala leu Ser Pro Leu Gly Ala Leu Val Ala Cys 
370 375 380 
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Tyr Lys Gly Val Ser Cys Ser He Gly Ser Asn Arg Val Gly He He 
385 390 395 400 

Lys Gin Leu Asn Lys Gly Cys Ser Tyr He Thr Asn Gin Asp Ala Asp 
•405 410 415 

Thr Val Thr He Asp Asn Thr Val Tyr Gin Leu Ser Lys Val Glu Gly 
420 425 430 

Glu Gin His Val He Lys Gly Arg Pro Val Ser Ser Ser Phe Asp Pro 
435 440 445 

Val Lys Phe Pro Glu Asp Gin Phe Asn Val Ala Leu Asp Glh Val Phe 
450 455 460 

Glu Ser He Glu Asn Ser Gin Ala Leu Val Asp Gin Ser Asn Arg lie 
465 470 475 480 

Leu Ser Ser Ala Glu Lys Gly Asn Thr Gly Phe He He Val He He 
485 490 495 

Leu He Ala Val Leu Gly Ser Thr Met He Leu Val Ser Val Phe He 
500 505 510 

lie lie Lys Lys Thr Lys Lys Pro Thr Gly Ala Pro Pro Glu Leu Ser 
515 520 525 

Gly Val Thr Asn Asn; Gly Phe lie Fro His Asn 
530 535 



<210> 35 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 
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<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 35 



cgagaaaaaa acgcattcaa gcagg 



25 



<210> 36 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 36 

gatgtctagg cgaaatccct gc 22 

<210> 37 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 37 



acgagaaaaa aacgcattca agcaggttct 



30 



<210> 39 



<211> 27 



<212> DNA 



<213> KQnstliche Sequenz 
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<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 38 



gggtatctat gatggtcgac agatgtg 



27 



<210> 39 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 39 

ttaatacgac tcactatagg accaatatgg aaatatccga tgag 44 

<210> 40 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 40 



gctaaaaatt tgatgaatac ggtttttttc tcgt 



<210> 41 
<211> 45 
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<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 41 

taatacgact cactatagga cgagaaaaaa acgcartcaa gcagg 4 5 

<210> 42 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<210> 43 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 42 



ctcaaggttg gggggtcgac c 



21 



<400> 43 

acgggccggc cccctgcgtg 



20 
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<210> 44 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 44 

aaaagctctt caattacgag aaaaaaacgc attcaagcag gttc 44 

<210> 45 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<210> 46 
<211> 22 
<212> DMA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 45 



ctcaaggttg gggggccgac c 



21 



<400> 46 

ggcatg^aca aagctcgagc cc 



22 
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<210> 47 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 47 

cattgcaagt gatgttgtcg acattccc 28 

<210> 48 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 48 



cctcgaaata gggaatctcg agaacatcac 



30 



<210> 49 



<211> 35 



<212> DNA 



<213> KQnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequer.z: 
Oligonukleotid 
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<400> 49 



caagcataat tgccgcggcg tctcctacag agtgg 



35 



<210> 50 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 50 

ccactctgta ggagacgccg cggcaattat gcttg 35 

<210> 51 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 51 



gcagggattt cgcgtggaca- tcttc 



25 



<210> 52 



<211> 27 



<212> DNA 



<213> KOnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
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Oligonukleotid 



<400> 52 



caagtgaaga tctcgaggcg aaatccc 



27 



<210> 53 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 53 

gatcgtattc aactcgagaa cttacctgac 30 

<210> 54 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 54 



gatcgtattc aactcgagaa cttacctgac 



30 



<210> 55 



<211> 28 



<212> DNA 



<2i3> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Oligonukleotid 

<400> 55 

gctatgatct tttgcgtcga caaagcac 

<210> 56 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Oligonukleotid 

<400> 56 

gtacatccag tgctttctcg aggc 

<210> 57 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
Oligonukleotid 

<400> 57 

cagtgacagg tttttggtcg actatg 

<210> 58 
<211> 22 
<212> DNA 
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<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 58 

gctgagggtg acatactcga gc 22 

<210> 59 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
.Oligor.-j/.leotid 



<210> 60 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz. 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 60 

tagaattcac ctgcaggcat cc 22 



<400> 59 



gcagccggac tcgagctctc cc 



22 



<210> 61 
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<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 61 

gaggatcccc gggtaccgag c 21 

<210> 62 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<210> 63 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 63 

cgagatcctc gagccggatc czc 23 



<400> 62 



cggatatcca caggatccgg cgataacgc 



29 
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; <210> 64 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 64 

ttaatacgac tcactatagg gacaagtcaa aaatgtctct tg 42 

<210> 65 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<210> 66 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 65 



gtcaaaatgt ctcttgaaag 



2C 



<400> 66 
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cagggaaaga cattgttac 



19 



<210> 67 
<211> 41 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 67 

ttaatacgac tcactatagg gacaagtaac aatgtctttc c 41 

<210> 68 
<21'1> 19 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<210> 69 

<211> 34 
» 

<212> DNA 
, <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 68 



gtaacaatgt ctttccctg 



19 
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<400> 69 



gacttgtccc attttttcat aactacagat caag 



34 



<210> 70 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 70 

ttaatacgac tcactatagg gacaagtgaa gatgtctag 39 

<210> 71 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> -71 



gatgtctagg cgaaatccc 



19 



<210> 72 



<211> 28 



<212> DNA 



<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 
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<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<4Q0> 72 



gcattgcact taatcatugc tgtcaccc 



-23 



<210> 73 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 73 

ttaatacgac tcactatagg accaatatgg aaatatccga t'gagtc 4 6 

<210> 74 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 74 



gaatgaaaaa caaggaccaa tatggaaata tccgatgag 



33 



<210> 75 



<211> 35 



<212> DNA 



<213> KOnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 75 

ccactctgta ggagacgccg ccgcaattat gcttg 

<210> 76 
<211> 35 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 76 

caagcataat tgccgcggcg tctcctacag agtgg 

<210> 77 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> humanes RSV 



<400> 77 



Thr Thr Asn Thr Lys Glu 



1 



5 



<210> 78 



<211> 6 



<212> FRT 



<213> humanes RSV 



# 
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<400> 78 

Thr Thr Asn lie Lys Glu 



<210> 79 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> bovines RSV 

<400> 79 

Thr Thr Asp Asn Lys Glu 
1 5 



1 



5 



